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ИНСТИТУТ ОБЩЕЙ ГЕНЕТИКИ ИМ. Н.И. ВАВИЛОВА РОССИЙСКОЙ 
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Введение 

Комплекс олигомицинов, включая олигомицин А, относящийся к классу 

макролидных антибиотиков [Smith et al., 1954] впервые был выделен в 1954 году 

из культуры Streptomyces diastatochromogenes. Существует большое количество 

антибиотиков класса олигомицинов, в том числе олигомицины А, B, C, E, F, D, 

рутамицин А, В и другие. Механизм действия олигомицина А и его аналогов у 

эукариотических и бактериальных клеток связывают с ингибированием клеточной 

активности АТФ-синтазы. Макролидный антибиотик олигомицин А и его аналоги 

демонстрируют противоопухолевую активность, а также оказывают 

антимикробное действие на некоторые грамположительные бактерии, в том числе 

на патогенные штаммы, вызывающие актиномикоз, однако, возможность 

использовать олигомицин А в качестве лекарственного средства при проведении 

химиотерапии или лечении инфекционных заболеваний ограничено его 

токсичностью. На данный момент ведутся работы по получению новых 

полусинтетических производных олигомицина А, в структурах которых было 

проведено направленное изменение функциональных групп, что поможет снизить 

его токсичность с сохранением терапевтических свойств [Lysenkova et al., 2015; 

Lysenkova et al., 2009; Lysenkova et al., 2013]. Эти производные синтезированы в 

лаборатории химической трансформации антибиотиков в научно-

исследовательском институте по изысканию новых антибиотиков им. Г.Ф. Гаузе 

(НИИНА им. Г.Ф. Гаузе). Вещества предполагается использовать для 

обнаружения новых биомишеней и установления детального механизма 

взаимодействия олигомицина с ними, в том числе FоF1-АТФ-синтазой. 

Олигомицин А, связываясь с С-субъединицей, селективно подавляет 

транслокацию протонов в FoF1-АТФ-синтазе митохондрий эукариотов и 

цитоплазматическом комплексе FoF1-АТФ-синтазы бактерий, что приводит к 

нарушению энергетического обмена[Cole et al., 2005; Shchepina et al., 2002]. При 

этом F0F1-АТФ-синтаза является высококонсервативным ферментом как у 
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бактерий, так и у человека. Сегодня известно много механизмов возникновения 

устойчивости к макролидным антибиотикам, в том числе: модификация 

биомишени антибиотика путем метилирования или возникновения мутации в 

сайте связывания биомишени в клетке, выброс антибиотика из клетки или его 

модифицирование, которое приводит к его инактивации.  

Штамм S. fradiae ATCC 19609, производные которого используются как 

промышленный продуцент тилозина, является сверхчувствительным к 

большинству известных антибиотиков, в том числе к олигомицину А (<0.001 

нмоль/мл или 0.0005 нмоль/диск). При этом патогенные штаммы рода 

Corynebacterium и Actinobacterium обладают сниженной чувствительностью к 

данному антибиотику. Сверхчувствительность штамма S. fradiae ATCC 19609 

может быть обусловлена несколькими механизмами действия и наличием 

нескольких биомишеней олигомицина А, а также его способностью к 

проникновению в клетку и отсутствием селективных механизмов выброса 

антибиотика из клетки S. fradiae, в частности обусловленных MDR системами.  

По имеющимся литературным данным в клетках существует несколько 

биомишеней олигомицина А, по крайней мере в клетках эукариот [Wender et al., 

2006]. Таким образом выявление новых потенциальных внутриклеточных 

мишеней позволит понять природу сверхчувствительности данного штамма, а 

также исследовать механизмы возникновения устойчивости у бактерий к 

олигомицину А и его производным.  

Следует отметить, что попытки получить мутанты устойчивые к 

олигомицину А у S. lividans 66 и S. fradiae ATCC 19609 были безуспешны. Новые 

синтезированные производные обладают сниженной активностью в сравнении с 

олигомицином А в тест-системе S. fradiae ATCC 19609. Можно предположить, 

что это обусловлено отсутствием их способности воздействовать на некоторые 

биомишени олигомицина А и (или) способностью систем проницаемости клетки 

или осуществлением селективного выброса антибиотика из клетки. Поэтому 

синтезированные новые производные были использованы в работе для получения 



8 
 

мутантных штаммов S. fradiae ATCC 19609, устойчивых к производным 

олигомицина А, для дальнейшего биоинформатического анализа их генома с 

целью выявления единичных нуклеотидных замен в возможных генах-кандидатах 

в биомишени, а также установления механизма возникновения устойчивости. Для 

изучения механизмов устойчивости к новым производным олигомицина А 

планируется провести транскрипционный и протеомный анализ клеток бактерий 

мутантного штамма, устойчивого к производному олигомицина А. Планируется 

изучение уровня экспрессии генов, потенциально вовлеченных в процесс 

формирования устойчивости к производным олигомицина А и генов, отвечающих 

за морфологическую дифференциацию, с помощью методов количественной 

ПЦР.  

Цель работы: 

Получение мутантных штаммов S. fradiae ATCC 19609, устойчивых к 

олигомицину А и его синтетическим производным, и изучение механизмов 

устойчивости.  

Задачи: 

1. Определение уровня чувствительности лабораторного штамма S. fradiae 

ATCC 19609 к олигомицину А и его производным.  

2. Секвенирование генома штамма S. fradiae ATCC 19609 и аннотация генов, 

потенциально вовлеченных в процесс формирования устойчивости к 

олигомицину А и его производным. 

3. Получение и характеристика мутантных штаммов S. fradiae ATCC 19609, 

устойчивых к производным олигомицина А (Olg1, Olg4). 

4. Полногеномное секвенирование отобранных Olg(1,4)R штаммов и 

проведение сравнительного геномного анализа устойчивых штаммов и 

штамма дикого типа для идентификации мутаций, которые привели к 

возникновению Olg(1,4)R фенотипа.  
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5. Изучение молекулярных механизмов устойчивости у полученных 

мутантных штаммов к олигомицину А и его производным с помощью 

транскрипционного и протеомного анализа. 

Научная новизна работы. 

Впервые проведено полногеномное секвенирование и аннотация генома 

штамма S. fradiae ATCC 19609, синтезирующего антибиотик тилозин, 

используемый в ветеринарии.  

Впервые выявлен механизм возникновения устойчивости к производным 

олигомицина А – нитрон-олигомицину и (33S)-33-дезокси-33-

тиоцианатоолигомицину. Механизм устойчивости к нитрон-олигомицину 

обусловлен мутацией в гене PadR полифункционального транскрипционного 

регулятора двойного действия, который может быть вовлечен в регуляцию 

выброса антибиотика из клетки. Охарактеризован новый механизм регуляции 

спорообразования и формирования мицелия у штамма S. fradiae ATCC 19609 

обусловленный транскрипционным регулятором PadR, и роль PadR в регуляции 

ABC – транспортеров. Впервые установлена биомишень действия (33S)-33-

дезокси-33-тиоцианатоолигомицина – хеликаза IV, которая также приводит к 

повышению устойчивости штамма S. fradiae ATCC 19609 к олигомицину А в 10 

раз.  

Работа направлена на изучение механизма действия олигомицина А и его 

новых полусинтетических производных (поиск новых дополнительных 

биомишеней), а также изучение механизмов формирования резистентности 

актинобактерий к этому классу антибиотиков.  

Практическая значимость. 

Штамм S. fradiae ATCC 19609 и полученные мутантные штаммы, 

устойчивые к производным олигомицина А, могут быть использованы как 

комплексная тест-система для проверки активности новых природных 

антибиотиков и их полусинтетических производных, в том числе активных в 
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отношении патогенных штаммов бактерий, таких как Actinomyces graevenitzii, A. 

gerencseriae, A. urogenitalis, Nocardia brasiliensis, Propionbacterium propionicum, N. 

аsteroides, Streptomyces albus и другие.  

Впервые выявлен один из механизмов (мутация в гене хеликазы, которая 

привела к возникновению устойчивости к (33S)-33-дезокси-33-

тиоцианатоолигомицину), приводящий к уменьшению чувствительности штамма 

S. fradiae ATCC 19609 к ксенобиотикам. Мутация по этому гену может быть 

введена в штаммы, используемые при промышленной продукции тилозина для 

повышения стабильности продукции антибиотика.  

Некоторые впервые установленные механизмы устойчивости к 

производным олигомицина А у штамма S. fradiae ATCC 19609 могут быть 

использованы при характеристике устойчивости раковых клеток в клинической 

практике и при создании противораковых препаратов.  

Положения, выносимые на защиту: 

1. Впервые выявлены гены, отвечающие за формирование резистентности у 

штамма S. fradiae ATCC 19609 - гены четырех MDR АВС транспортеров, 

два гена даунорубицин-устойчивого белка (DrrC, BrcA) и ген устойчивости 

к макролидным антибиотикам MacB2; пять генов непарных субъединиц 

пермеаз MDR АВС транспортеров; ген MDR транспортера семейства MatE, 

ген транспортера семейства MFS, а также ген пуромицин-устойчивого белка 

семейства EmrB/QacA и ген двусубъединичного MDR АВС транспортера, 

гомологичного гену белка Рgp человека 

2. Один из механизмов устойчивости штамма S. fradiae ATCC 19609 к (33S)-

33-дезокси-33-тиоцианатоолигомицину обусловлен мутацией в гене 

хеликазы IV, которая вовлечена в процесс репарации ДНК.  

3. Один из механизмов устойчивости штамма S. fradiae ATCC 19609 к нитрон-

олигомицину А обусловлен мутацией в гене padR – полифункциональном 

транскрипционном регуляторе. 
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4. Олигомицин А является слабым ингибитором АТФ-синтазной активности S. 

fradiae ATCC 19609. 
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Глава 1. Макролидные антибиотики 

1.1. Механизм действия антибиотиков различных химических классов 

В числе различных низкомолекулярных соединений присутствующих на 

рынке медицинских препаратов важнейшими лекарственными средствами 

являются антибиотики, которые используются для лечения инфекционных 

заболеваний, вызываемых в основном различными патогенными 

микроорганизмами, в том числе бактериями. Классический механизм действия 

антибиотиков на клетку предполагает накапливание антибиотика в клетке и его 

связывании с той или иной клеточной биомишенью, что приводит к ее 

инактивации (биомишенью обычно являются ферменты, жизненно необходимые 

микробной клетке). Связыванию антибиотика и биомишени может 

препятствовать возникновение мутаций в гене, кодирующем фермент-биомишень. 

Из-за неизбежного возникновения новых механизмов устойчивости к 

антибиотикам у бактерий, разработка новых антибиотиков имеет важное 

значение. Рассмотрим основные наиболее распространенные механизмы действия 

антибиотиков (Рисунок 1.1.):  

1. Ингибирование синтеза пептидогликана. Антибиотики с таким 

механизмом действия нарушают синтез клеточной стенки бактерий 

путем блокировки переноса пептидогликановых мономеров, 

синтезированных в цитоплазме, через цитоплазматическую мембрану, 

или ингибировании транспептидазы и, следовательно, образование 

пептидных сшивок, или путем блокирования обоих ферментов 

трансгликозидазы и транспептидазы. Трансгликозидазы имеют большое 

значение для образования гликозидных связей между сахарами и 

транспептидазами, что в свою очередь влияет на формирование 

пептидных поперечных связей [McManus, 1997]. Данным механизмом 

действия обладают многие классы антибиотиков – такие как 

гликопептидные, β-лактамные антибиотики и другие. 
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Рисунок 1.1. Биомишени антибактериальных лекарственных средств. Основные 

наиболее распространенные механизмы действия антибиотиков, а именно 

существует пять основных антибактериальных лекарственных мишеней в 

бактериальных клетках: механизм синтеза клеточной стенки, ДНК-гиразы, 

метаболические ферменты, РНК-полимеразы и механизмы синтеза белка. [Coates 

et al., 2002]. 

2. Функциональное изменение микробной цитоплазматической мембраны. 

К этому классу относятся антибиотики группы полимиксинов. Основой 

структуры таких антибиотиков являются катионные пептиды, состоящие 

из циклического пептида и жирных кислот. Взаимодействие между 

катионным пептидом и клеточной мембраной вызывает разрушение 

мембраны бактериальной клетки и повышает проницаемость клеточных 

компонентов [Hancock et al., 1999]. 
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3. Изменение процесса трансляции. Многие антибиотики обладают 

функцией связывания с бактериальными рибосомами. Антибиотики 

классов аминогликозидов и тетрациклинов связываются с 30S 

рибосомальной субъединицей и предотвращают связывание тРНК 

[Brodersen et al., 2000; Carter et al., 2000]. Макролидные антибиотики 

(такие как эритромицин) и некоторые другие, связываются с 50S 

рибосомальной субъединицей и препятствуют ее выходу из ядра клетки 

[Schlünzen et al., 2001].  

4. Ингибирование репликации нуклеиновых кислот путем блокировки 

топоизомеразы, необходимой для релаксации сверхспирализованных 

молекул ДНК, репликации бактериальной ДНК и расплетания кольцевой 

бактериальной ДНК. К этому классу относятся антибиотики 

фторхинолоны, которые ингибируют действие топоизомеразы или ДНК-

гиразы [Maxwell, 1997].  

5. Ингибирование транскрипции. Некоторые антибиотики, такие как 

рифампицин, связываются с РНК-полимеразой и ингибируют 

образование мРНК по матрице ДНК в процессе транскрипции [Spratt, 

1994]. 

1.2. Макролидные антибиотики – их классификация, механизмы 

действия 

Термин "макролид" используется для описания препаратов, химическая 

структура которых представлена макроциклическим 12- или более членным 

лактонным кольцом [Mazzei T, Mini E, Novelli A, 1993]. Этот класс соединений 

включает в себя множество биологически активных веществ, в том числе 

антибиотики, противогрибковые препараты, прокинетики и иммунодепрессантов. 

14-, 15- и 16-членные макролиды являются широко используемым семейством 

антибиотиков. Они отлично проникают в ткани и обладают высокой 

противомикробной активностью, преимущественно в отношении 
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грамположительных кокков и атипичных возбудителей [Bearden et al., 1999]. 

Эритромицин А - 14-членный макролид, который был выделен более 50 лет назад 

из культур Streptomyces и был первым макролидным антибиотиком внедренным в 

клиническую практику [Mazzei T, Mini E, Novelli A, 1993]. К классу макролидных 

антибиотиков относят такие химические вещества как: азитромицин, 

кларитромицин, телитромицин, эритромицин, карбомицин, олеандомицин, 

спирамицин, тилозин, рокситромицин, олигомицин А и другие. Механизм 

действия макролидных антибиотиков основан на ингибировании синтеза белка в 

клетке. Макролидный антибиотик обратимо связывается с P сайтом 50S 

субъединицы бактериальной рибосомы. Считается, что ингибирование 

происходит благодаря предотвращению добавления следующей аминокислоты 

пептидилтрансферазой к растущему пептид, присоединенному к тРНК [Tenson et 

al., 2003] (похожим механизмом действия обладает хлорамфеникол [Drainas et al., 

1987]), а также ингибированию процесса трансляции. Другой потенциальный 

механизм заключается в преждевременной диссоциации пептидил-тРНК из 

рибосомы [Tenson et al., 2003]. 

1.3. Макролидные антибиотики класса олигомицинов 

Антибиотики класса олигомицинов относятся к макролидам, содержащим 

26-членный α, β-ненасыщенный лактон сопряжённый с диенами, 

конденсированным с бициклической спирокетальной кольцевой системой. 

Олигомицин А, В и С были изолированы из Streptomyces diastatochromogenes в 

1954 [Smith et al., 1954]. Основные продукты, А, В, С – олигомицины, при их 

синтезе клетками находятся в различных пропорциях в зависимости от штамма, 

условий культивирования и выделения [Kim, B. S., Surk Sik Moon, S. S. & Hwang, 

1999]. 

На данный момент известно множество различных антибиотиков сходной 

структуры, относящихся к классу олигомицинов (А, B, C, E, F, D, рутамицин А, В 

и другие). (Рисунок 1.2.). Механизм действия олигомицина А заключается в 
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селективном подавлении транслокации протонов в FоF1-АТФ-синтазе 

митохондрий эукариотов и цитоплазматическом комплексе FоF1-АТФ-синтазы 

актинобактерий, что приводит к нарушению энергетического обмена. 

Олигомицин А обладает цитотоксическим действием в отношении ряда 

патогенных бактерий рода Actinobacterium благодаря инактивации FоF1-АТФ-

синтазы – перспективной биомишени для современных лекарственных 

препаратов [Ahmad et al., 2013]. По имеющимся данным олигомицин А имеет 

несколько неизученных биомишеней в бактериальной клетке отличных от FoF1-

АТФ-синтазы [Wender et al., 2006]. Олигомицин А и его аналоги также 

демонстрируют стабильную противоопухолевую активность [Kim et al., 1997; 

Kobayashi et al., 1987; Yamazaki et al., 1992]. Однако, использование олигомицина 

А для химиотерапии инфекционных заболеваний ограничено его высокой 

токсичностью.  

 

Рисунок 1.2. Химическая структура семейства олигомицинов (А, B, C, E, F, D, 

рутамицин А, В и 44-гомоолигомицин А,В) [Nakata et al., 1995]. 
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1.4. Streptomyces fradiae как продуцент макролидного антибиотика 

тилозина 

Большинство коммерческих антибиотиков нарабатываются в производстве 

актинобактериями семейства стрептомицетов путем культивирования (прямой 

ферментации) [Riley et al., 2000]. Штаммом-продуцентом тилозина, 

используемого в ветеринарии, является Streptomyces fradiae TM-224 

(коммерческое название штамма - Streptomyces fradiae C373.17) [Baltz, 2016; 

Choi et al., 2007]. Тилозин обладает широким спектром активности против 

грамположительных микроорганизмов и ограниченным диапазоном действия 

против грамотрицательных микроорганизмов [Giguère, 2006]. Для изучения 

генов, отвечающих за синтез тилозина, использовали геном штамма S. fradiae 

ATCC 19609 [Baltz, 2016]. Тилозиновый кластер состоит из 43 генов, что 

составляет менее 1% в геноме S. fradiae [Cundliffe, 1999]. В этот кластер входят 

как минимум 3 гена, отвечающих за формирование устойчивости, и по 

меньшей мере 5 регуляторных генов (tylQ, tylP, tylS, tylR и tylT). Среди этих 

регуляторных генов, tylP является основным регуляторным геном, 

отвечающим за продукцию тилозина, а также за процессы морфологической 

дифференциации [Folcher et al., 2001]. Для увеличения продукции тилозина 

используются различные методы, в том числе и мутагенез. Последние работы в 

этой области позволили увеличить продукцию тилозина в 6.87 раз благодаря 

УФ мутагенезу [Khaliq et al., 2014]. Было показано, что мутации в генах tylQ, 

tylP приводят к увеличению продукции тилозина. В работе Люцкановой и др. 

был использован УФ мутагенез и мутагенез нитрозогуанидином. Были 

получены варианты, выход тилозина которых превышал продукцию исходного 

штамма-продуцента на 0.5-28.3%. Наиболее активные варианты произведены с 

помощью комбинированного воздействия УФ и нитрозогуанидина. УФ-

излучением обрабатывали протопласты, которые впоследствии высевали на 

нитрозогуанидин [Liutskanova et al., 2005]. Вторичные метаболиты часто 

являются конечным результатом сложного биосинтетического процесса. 
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Мутантные штаммы, полученные в процессе улучшения штаммов -

продуцентов вторичных метаболитов, подвергаются скринингу и селекции для 

выбора наилучших по своим характеристикам для дальнейшего процесса 

промышленной ферментации [Bos et al., 1996; Elander, 1967]. Поэтому, 

идентификация мутации в геноме штамма-продуцента является необходимой 

для понимания механизма увеличения продукции тилозина.  
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Глава 2. Механизмы устойчивости к макролидным антибиотикам 

2.1. Механизмы возникновения устойчивости к макролидным антибиотикам 

После первого широкого применения антибактериальных препаратов в 1940х 

годах, бактериальные патогены начали приобретать устойчивость к 

существующим лекарственным средствам, особенно в процессе чрезмерного 

использования антибиотиков. Сейчас можно выделить три основных механизма 

бактериальной устойчивости к антибиотикам:  

1.  Наличие фермента, который инактивирует антибиотик (к примеру, β-

лактамаза, которая гидролизует β-лактамовое кольцо пенициллинов)  

2.  Мутация в сайте-мишени рецептора, фермента или субъединицы рибосомы, 

что приводит к невозможности связывания антибиотика и его мишени 

3.  Модификация или сверхэкспрессия транспортных белков, что приводит 

либо к непопаданию антибиотика внутрь клетки, либо его выбросу из клетки 

[Tenover, 2006]. 

Эти механизмы были обнаружены в штаммах, продуцирующих макролидные 

антибиотики, при этом в клетке часто одновременно работает несколько 

механизмов, для защиты от антимикробного действия антибиотиков, которые они 

производят. При лечении заболеваний, вызываемых патогенными 

микроорганизмами, макролидными антибиотиками важно учитывать уровень 

чувствительности микроорганизмов к этим антибиотикам. В особенности 

соотношение активности веществ к их токсичности по отношению человека. 

Лечение одним препаратом, особенно при несоблюдении сроков лечения, могут 

вызвать возникновение лекарственно устойчивых форм у патогенных 

микроорганизмов, поэтому необходим комплексный подход к лечению 

заболеваний, вызванных ими. К примеру, модификация рибосомной мишени 

приводит к возникновению устойчивости к широкому ряду антибиотиков, для 

которых она является мишенью, а такие антибиотики могут относиться к разным 
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химическим классам, в то время как выброс антибиотика из клетки и его 

инактивация могут приводить к устойчивости только к одному антибиотику (или 

к структурно похожим антибиотикам), так как влияет только на саму его 

молекулу. 

Таким образом, существует острая необходимость изучения создания новых 

стратегий для обнаружения и разработки эффективных антибиотиков для 

преодоления широко распространенной и растущей устойчивости к 

антибиотикам. Одна из возможных стратегий заключается в поиске 

принципиально новых бактериальных белков, которые могут стать мишенями для 

новых классов антибиотиков. В особенности представляет интерес разработка 

антибиотиков, которые действовали бы не на одну биомишень в клетке, а на 

несколько одновременно. (Рисунок 2.1.) 

Рисунок 2.1. Предполагаемый механизм действия новых разрабатываемых 

антибиотиков в клетке. С модификациями [Lewis, 2013]. 

Антибиотик ковалентно присоединяется к нескольким несвязанным между 

собой мишеням (T1, T2,…,Tx), убивая и активно делящиеся и покоящиеся клетки, 

тем самым стерилизуя инфекцию. Ковалентная связь с биомишенями 

обеспечивает необратимое связывание, что приводит к эффективному 

накоплению в клетке активного лекарственного средства в течение определенного 
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времени и обеспечение специфично широкого действия. При этом антибиотик не 

должен быть инактивирован существующими в клетке системами MDR.  

2.2. Метилирование рибосомального сайта связывания антибиотика 

В 1956 году, вскоре после введения макролидного антибиотика 

эритромицина в лекарственную терапию были обнаружены штаммы 

стафилококков с возникшей резистентностью. Биохимические исследования 

показали, что резистентность возникала в результате метилирования рибосомной 

мишени антибиотиков, что приводило к перекрёстной устойчивости к 

макролидам, линкозамидам и стрептограминам В, такой фенотип был обозначен 

MLSB.[Weisblum, 1995]. Впоследствии было выявлено, что возникновение 

фенотипа MLSB обусловлено различными генами erm (erythromycin ribosome 

methylase), которые широко представлены в геномах различных микроорганизмов 

[Roberts et al., 1999]. До сих пор метилирование рибосом остается наиболее 

распространенным механизмом устойчивости к макролидам и линкозамидам. У 

патогенных бактерий, ERM белки диметилируют аденин в зарождающихся 23S 

рРНК, которая является частью большой (50S) рибосомальной субъединицы 

[Weisblum, 1995]. Остаток А2058 находится в пределах консервативной области 

домена V 23S рибосомальной РНК, который играет ключевую роль в связывании 

MLSB антибиотиков. При метилировании, связывание эритромицина с его 

мишенью нарушается. Одинаковые сайты связывания для макролидов, 

линкозамидов и стрептограминов B в 23S рРНК приводят к возникновению 

перекрестной устойчивости к трем классам лекарственных средств. Широкий 

спектр микроорганизмов, на которые действуют макролиды и линкозамиды, в том 

числе грамположительные кокки (стрептококки, стафилококки) и 

внутриклеточные и мембранные паразиты (микоплазмы, хламидии, 

кампилобактерии и легионеллы), экспрессируют ERM метилазы. 
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2.3. Возникновение мутации в сайте связывания 

Помимо модификации биомишени антибиотика существует механизм 

возникновения устойчивости при котором происходит мутация в сайте 

связывания антибиотика. Изучение in vitro мутантов E.coli, устойчивых к 

эритромицину позволило охарактеризовать участок связывания данного 

антибиотика с рибосомой. Возникновение мутаций, которые приводят к замене 

аминокислотных остатков А2058 или A2059 в области V рРНК, приводят к 

возникновению MLSB и ML устойчивости соответственно [Vester et al., 2001]. В 

зависимости от вида, бактерии обладают от одного до нескольких rrn оперонов, 

кодирующих 23S рРНК. Возникновение подобной мутации приводит к 

устойчивости таких штаммов, как Mycobacterium avium, Helicobacter pylori [Vester 

et al., 2001], Treponema pallidum, Propionibacterium sp., S. pneumonia и другие. 

[Tait-Kamradt et al., 2000]. 

2.4. Выброс антибиотика из клетки 

Не менее важным механизмом возникновения устойчивости является 

выброс антибиотиков из клетки. В геномах грамотрицательных бактерий 

кодируются белки транспортеры, которые способствуют возникновению 

устойчивости к гидрофобным соединениям, таким как макролидные антибиотики. 

Эти белки транспортеры часто состоят из 12 трансмембранных регионов. У 

грамположительных микроорганизмов, механизмы устойчивости к макролидным 

антибиотикам обусловлены активным транспортом, который происходит 

благодаря двум классам транспортеров – семейство (ABC) транспортеров (ATP-

binding-cassette (ABC) transporter superfamily) и семейство MFS транспортеров 

(major facilitator superfamily). В процессе изучения генов, отвечающих за 

возникновение устойчивости у стрептомицетов, которые продуцируют 

антибиотики, было выявлено, что многие из них кодируют ABC-транспортеры [Li 

et al., 2014; Marshall et al., 1997; Ostash et al., 2012; Takano et al., 2016]. Механизм 
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работы АТФ-зависимых АВС транспортеров заключается в выбросе 

антибиотиков и ксенобиотиков из клетки, что приводит к детоксификации или 

возникновению устойчивости к различным группам химических соединений 

(Рисунок 2.2.). 

 

Рисунок 2.2. Схема механизма работы ABC-транспортеров в клетке, которые 

обусловливают возникновение устойчивости к антибиотикам различных классов. 

[Fletcher et al., 2010]  

Обычно ABC-транспортеры состоят из двух компонентов – гидрофильная и 

гидрофобная. Гидрофильная область (обозначается как ATP-binding component)  -  

нуклеотид-связывающий домен, обычно состоит из 200 аминокислот, которые как 

предполагается отвечают за АТФ-связывание и гидролиз. Эта область имеет два 

характерных мотива, известных как Walker А и В [Walker et al., 1982]. Эти мотивы 
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являются высококонсервативными в геномах актиномицетов и присутствуют у 

всех актиномицетов, продуцирующих антибиотики. Различные транспортеры 

могут содержать один или два нуклеотид-связывающих домена.  

Гидрофобный компонент АВС транспортера непосредственно 

взаимодействует с цитоплазматической мембраной. Оба компонента либо могут 

кодироваться с помощью двух независимых генов или могут быть слиты в одном 

гене. ABC транспортеры в антибиотик-продуцирующих штаммах актиномицетов 

могут быть разделены по трем типам в зависимости от количества и организации 

нуклеотид-связывающих доменов (Рисунок 2.3.).   

 

 

 

 

 

 

Рисунок 2.3. Структура генов и их организация в различных АВС 

транспортерах у актиномицетов, продуцирующих антибиотики. WA и WB 

представляют так называемые Walker А и В мотивы АТФ связывающего домена. 

HC - гидрофобный компонент транспортера [Méndez et al., 1998]. 

Тип I содержит систему из двух генов: один ген, кодирующий 

гидрофильный полипептид, содержащий единственный нуклеотид-связывающий 

домен, и второй ген, кодирующий гидрофобный мембранный белок. 

Транспортеры антибиотиков даунорубицина [Guilfoile et al., 1991], тетроназина 

[Linton et al., 1994], митрамицина [Fernández et al., 1996], и один из двух 

транспортеров олеандомицина [Rodríguez et al., 1993] принадлежат к этой группе.  
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Вторая группа, тип II, включает в себя транспортеры антибиотиков, которые 

состоят только из гена, кодирующего гидрофильный полипептид с двумя 

нуклеотид-связывающими доменами. Этот тип транспортеров обычно участвует в 

переносе макролидных антибиотиков: карбомицин и спирамицин [Schoner et al., 

1992], тилозин [Rosteck et al., 1991] и второй транспортер олеандомицина [Olano 

et al., 1995]. Также II тип транспортера был описан для продуцента аминоацил-

нуклеозидного антибиотика (A201A) Streptomyces capreolus-NRRL3817 [Barrasa et 

al., 1995]. Третья группа представлена только транспортерами блеомицина 

[Calcutt et al., 1994] и стрептомицина [Takano et al., 2016]. В них содержатся обе 

области (гидрофильная и гидрофобная) как у представителей I типа, но они слиты 

в один полипептид. Транспортер, который участвует в переносе стрептомицина, 

вероятно кодируется двумя генами с аналогичной структурой (strV и strW), но у 

strV отсутствует Walker A мотив.  

Описано, что при клонировании генов большинства ABC транспортеров, 

которые вовлечены в транспорт антибиотиков, из штаммов продуцентов в 

чувствительные штаммы, у последних возникает устойчивость. Тем не менее не 

всегда существуют прямые экспериментально полученные доказательства 

вовлеченности транспортеров в механизм устойчивости. [Calcutt et al., 1994; 

Thamm et al., 2006]  

Для транспортеров I типа наличие мембранного компонента белка 

обязательно, исключение составляет только транспортер олеандомицина (ОleC) 

[Rodríguez et al., 1993]. Для транспортеров II типа, у которых отсутствует 

мембранный белок и соответствующие гены, необходимо наличие генов в геноме 

хозяина, которые будут кодировать АТФ-связывающий белок. Возникновение 

устойчивости, обусловленной транспортером тилозина (TlrC) зависит от 

организма хозяина – так у Streptomyces lividans устойчивость не возникает, тогда 

как у тилозин-чувствительного штамма Streptomyces fradiae устойчивость 

появляется [Rosteck et al., 1991]. В случае с транспортером карбомицина (CarA) у 

Streptomyces thermotolerans было показано, что необходима дополнительная 
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нуклеотидная последовательность для возникновения устойчивости к 

карбомицину [Schoner et al., 1992]. На сегодняшний день единственными 

открытыми транспортерами, которые отвечают за возникновение механизма 

устойчивости к макролидным антибиотикам, являются белки, кодируемые генами 

msr(A) у штамма Staphylococcus [Peschke et al., 1995]. Данный ген кодирует АВС 

транспортер с двумя АТФ-связывающими доменами. Предполагается, что 

механизм транспорта 14- и 15-членных макролидных антибиотиков и 

стрептограминов типа В осуществляется многокомпонентной системой, в 

которую включены msr и другие гены, но трансмембранный компонент 

транспортера MsrA пока остается неизвестным. Существуют также другие 

транспортеры, которые могут быть вовлечены в процесс возникновения 

устойчивости к макролидным антибиотикам. Так для олигомицина было 

показано, что мембранный АВС транспортер Yor1p вовлечен в процесс 

формирования устойчивости у Saccharomyces cerevisiae [Grigoras et al., 2008]. 

Таким образом, механизм возникновения устойчивости вследствие транспорта 

антибиотиков из клетки является многокомпонентным и в него могут быть 

вовлечены различные гены. 

2.5. Модификация антибиотиков в клетке 

Еще одним механизмом возникновения устойчивости к макролидным 

антибиотикам у бактерий является их модификация в клетке, что приводит к 

невозможности их связывания с биомишенью. В отличии от других механизмов в 

данном случае возникает устойчивость только к структурно похожим 

антибиотикам. Было показано, что эстеразы [Arthur et al., 1986; Ounissi et al., 1985] 

и фосфотрансферазы [Kono et al., 1992; O’Hara et al., 1989] могут способствовать 

возникновению устойчивости к эритромицину и другим 14 и 15- членным 

макролидным антибиотикам. Основной фосфотрансферазой, которая 

инактивирует эритромицин является Mph(A) (macrolide 2′-phosphotransferase I). 
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Было показано, что данная фосфотрансфераза способна к негативной 

саморегуляции в присутствии эритромицина [Noguchi et al., 2000].  

По литературным данным существует большое количество механизмов, 

вовлеченных в процесс возникновения устойчивости к антибиотикам у 

актинобактерий. Для изучения механизмов устойчивости к макролидному 

антибиотику олигомицинуА и его производным разработана тест-система на 

основе штамма S. fradiae ATCC 19609, который является сверхчувствительным к 

олигомицину А.  

2.6. Устойчивость к макролидным антибиотикам S. fradiae, обусловленная 

способностью продуцировать тилозин 

Тилозин-продуцирующий штамм S. fradiae содержит по меньшей мере четыре 

гена (tlrA, tlrB, tlrC, tlrD) ответственных за возникновение устойчивости к 

тилозину. Ген tlrA, tlrB и tlrD кодируют метилтрансферазы, которые метилируют 

23S рРНК [Kelemen et al., 1994]. Введение гена tlrA в S. lividans приводит к 

возникновению устойчивости штамма к тилозину [Liu et al., 2000]. TlrB добавляет 

одну метильную группу к нуклеотиду G748 в 35 спирали 23S рРНК. После того 

как функция гена tlrB была определена, было показано, что гены-ортологи 

присутствуют у бактерий различных родов [Bujnicki et al., 2002; Liu et al., 2002]. 

Наличие гомологичных генов в геномах стрептомицетов привело к искажению 

интерпретации данных о механизме возникновения устойчивости к тилозину. 

Было показано, что в геноме S. lividans присутствует ген гомологичный tlrD. 

Инактивации в S. lividans гена, гомологичного tlrD и последующее введение гена 

tlrB не воcстанавливает фенотип устойчивости. Только введение обоих генов – 

tlrB и tlrD в лабораторный штамм S. lividans tlrD- приводит к возникновению 

устойчивости. Эти результаты были последовательно продублированы в тилозин-

чувствительном штамме E.coli. Кроме того, грамположительные бактерии 

Corynebacterium glutamicum, которая не обладает собственным геном tlrB, но 

имеет более высокий уровень устойчивости к тилозину по сравнению с S. lividans 
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становятся полностью устойчивыми после введения в геном гена tlrD. Таким 

образом, для возникновения устойчивости необходимо метилирование в двух 

разных местах рРНК одновременно (G748 и А2058 [Liu et al., 2002]. 

Аминокислотная последовательность белка TlrC имеет высокий процент 

идентичности с различными эукариотическими и прокариотическими 

мембранными белками активного транспорта. Эти результаты указывают на роль 

продукта гена tlrC как составляющую АТФ-зависимой транспортной системы для 

активного выведения тилозина из продуцирующего тилозин организма. Таким 

образом, устойчивость S. fradiae к тилозину обеспечена сразу несколькими 

механизмами, а именно – активным транспортом антибиотика из клетки и 

метилирования двух рибосомальных сайтов связывания антибиотика.  
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Глава 3. Известные механизмы действия олигомицина А на эукариотческие 

и бактериальные клетки 

Помимо перечисленных в главе 2 механизмов действия антибиотиков 

существуют и другие. К примеру антибиотик олигомицин, относящийся к классу 

макролидных антибиотиков [Smith et al., 1954] ингибирует активность АТФ-

синтазы в плазматических мембранах бактерий, в тилакоидных мембранах 

хлоропластов растений и во внутренних мембранах митохондрий эукариот путем 

блокировки протонного канала (F0-субъединицы), который необходим для 

процесса окислительного фосфорилирования АДФ в АТФ, что приводит к гибели 

клетки.  

3.1. АТФ-синтаза – биомишень действия олигомицина А у эукариот 

АТФ-синтаза является основным комплексом производства клеточной 

энергии у всех животных, растений, и почти во всех микроорганизмах. 

Аденозинтрифосфат (АТФ), универсальный источник энергии, который 

синтезируется АТФ-синтазой путем окисления или фосфорилирования в 

мембранах бактерий, митохондрий и хлоропластах. Общая последовательность 

реакции можно записать следующим образом:  

ATP synthase + ADP + Pi ↔ ATP Synthase + ATP. 

Синтез АТФ требует наличия механизма механического поворота, в 

котором субъединицы АТФ-синтазы вращаются со скоростью примерно 100 раз в 

секунду, чтобы синтезировать энергию путем окисления. АТФ-синтаза (ЕС 

3.6.3.14) представляет собой общий термин для фермента, который может 

синтезировать аденозинтрифосфат (АТФ) из АДФ и неорганического фосфата. 

АТФ-синтаза является одним из самых маленьких биологических наномоторов, 

найденных в живых организмах. Среднестатистический человек при нормальной 

жизни к 75 годам ориентировочно может сгенерировать около 2,0 млн кг АТФ из 
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АДФ и Pi (неорганический фосфат), а ежедневное приблизительное количество 

используемой человеком АТФ в день может достигать 40 кг. Можно 

предположить, что каждая молекула АДФ в организме должна 

фосфорилироваться, а АТФ дефосфорилироваться в среднем 1000 раз в день. 

[Ahmad et al., 2010; Ahmad et al., 2011; Senior et al., 2002]. Структурная и 

функциональная активность фермента АТФ-синтазы по существу одинакова у 

всех прокариот и эукариот [Boyer, 1997; Dibrova et al., 2010; García et al., 2000; 

Kabaleeswaran et al., 2006; Kabaleeswaran et al., 2009]. 

Общее число протонов, необходимых для синтеза одной молекулы АТФ у 

различных организмов варьируется от трех до четырех, при этом в клетке это 

количество может изменяться в зависимости от физиологических потребностей 

[Schemidt et al., 1998; Walraven Van et al., 1996; Yoshida et al., 2001]  

АТФ-синтаза является одним из наиболее консервативных ферментов. 

Следовательно, АТФ-синтазы из внутренней мембраны митохондрий и 

тилакоидной мембраны хлоропластов имеют идентичные структурные и 

функциональные свойства относительно АТФ синтазы бактерий, таким образом 

существует высокое сходство между эукариотической и бактериальной АТФ-

синтазой [Kucharczyk et al., 2009].  

3.2. Классификация различных АТФ-синтаз 

Прежде чем обсуждать детальную структуру FoF1 АТФ-синтазы, было бы 

целесообразно кратко описать другие типы АТФаз. АТФ-синтазы F-типа 

(названные так в честь «phosphorylation Factor», а также известные как FoF1-

АТФазы и H+-transporting ATPases) являются чрезвычайно консервативными 

белками среди организмов и являются основными ферментами, 

осуществляющими синтез АТФ в живых системах. Данный фермент расположен в 

плазматических мембранах бактерий, в тилакоидных мембранах хлоропластов и 
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во внутренних мембранах митохондрий. У некоторых бактерий также 

присутствуют Na + -transporting F-АТФ-синтазы.  

АТФ-синтазы V-типа (названные в честь «Vacuole») встречаются в 

эукариотических эндомембранных системах, например, в вакуолях, в аппарате 

Гольджи, эндосоме, лизосоме, в плазматической мембране прокариот и 

некоторых специализированных эукариотических клеток. V-АТФазы способны 

гидролизовать АТФ для работы протонного насоса, но не способны работать в 

обратном направлении-для синтеза АТФ [Gogarten et al., 1992; Nelson et al., 2000] 

встречаются только у архей и имеют аналогичную функцию с F-АТФазами. 

АТФазы А-типа возможно возникли как адаптация к различным потребностям 

клетки в более экстремальных условиях окружающей среды, с которыми 

сталкиваются виды архей.  

АТФ синтазы P-типа (P-АТФазы, также известные как E1-E2 АТФ синтазы) 

встречаются у бактерий и в ряде плазматических мембран и органелл эукариот. 

Функция P-АТФазы заключается в транспорте различных соединений, в том 

числе ионов и фосфолипидов, через мембрану, используя в качестве энергии 

гидролиз АТФ. Есть много различных классов P-АТФаз, каждый из которых 

вовлечен в транспорт конкретных типов ионов: Н+, Na+, K+, Mg2+, Са2+, Ag+ и 

Ag2+, Zn2+, Со2+, Pb2+, Ni2+, Cd2+, Cu+ и Cu2+.  

АТФ-синтазы Е-типа (названные так в честь «Extracellular») являются 

ферментами, связанными с мембранами клеточной поверхности и обладают 

широкой субстратной специфичностью. Их функция состоит в гидролизе других 

нуклеозидтрифосфатов, кроме АТФ, а также внеклеточного АТФ [Müller et al., 

1999; Toyoshima et al., 2000; Wilms et al., 1996].  

3.3. FоF1-АТФ-синтаза 

FoF1-АТФ-синтаза имеет продолжительную историю исследований. Частица 

F1 была впервые выделена Racker в 1961 году. Частица Fo получила свое название 
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вследствие ее ингибирования олигомицином в мембранной АТФ-синтазе. 

Наиболее простое строение FoF1-АТФ-синтазы у E. сoli. У прокариот она 

содержит восемь типов различных субъединиц (у млекопитающих количество 

субъединиц варьируется от 16 до 18), а именно α3β3γẟεab2c10. Общая молекулярная 

масса составляет ~ 530 кДа (варьируется от 550 до 650 кДа). F1 содержит 

субъединицы α3β3γδε, а Fo - субъединицы ab2c10 в стехиометрии 1:2:10-14. 

(Рисунок 3.1.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 3.1. Схематическое представление FoF1-АТФ-синтазы [Gao et al., 

2005].  

У млекопитающих дополнительные субъединицы расположены в основном в 

области F1. При этом по литературным данным FoF1-АТФ-синтаза дрожжей 
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является самым сложноорганизованным ферментом и состоит из 20 типов 

различных субъединиц [Kabaleeswaran et al., 2009]. У растений АТФ-синтаза 

находится в хлоропластах (CFoF1-АТФ-синтаза). Фермент встроен в тилакоидную 

мембрану; CF1 часть встроена в строму и является неотъемлемой структурой при 

ночных реакциях фотосинтеза (цикл Кальвина) и синтеза АТФ. В хлоропластах 

структура FoF1-АТФ-синтазы идентична, за исключением того, что есть две 

изоформы. В митохондриях присутствуют 7-9 дополнительных субъединиц в 

зависимости от вида, но они обладают слишком малой массой относительно всего 

фермента и имеют регуляторные функции [Devenish et al., 2000; Karrasch et al., 

1999; Senior, 1988]. Синтез и гидролиз АТФ происходит на трех каталитических 

сайтах в F1 секторе, в то время как перенос протона происходит через встроенный 

в мембрану Fo сектор. γ-субъединица образует спиральную катушку, состоящую 

из альфа-спиралей, которая находится в центральном пространстве α3β3 

шестиугольника. Протонный градиент запускает вращение по часовой стрелке 

(если смотреть с наружной мембраны) γ-субъединицы, что приводит к синтезу 

АТФ, а вращение против часовой стрелки γ-субъединицы приводит к гидролизу 

АТФ. При каждом обороте γ-субъединицы на 3600 синтезируются три молекулы 

АТФ. 

3.4. Механизм синтеза и гидролиза АТФ 

Когда молекула АТФ связывается с одним каталитическим участком – 

взаимодействие является высокостабильным, но тогда АТФ гидролиз происходит 

очень медленно. Появление избытка АТФ приводит к связыванию во всех трех 

каталитических центрах, но с гораздо более низкой аффинностью субстрата на 

втором и третьем каталитических центрах. Kd для связывания АТФ на первом 

каталитическом центре составляет <1 нМ, тогда как на втором и третьем 

каталитическом центре составляет ~ 1 мкМ и 30 мкМ, соответственно. При 

связывании третьего каталитического центра с АТФ, интенсивность гидролиза 

АТФ увеличивается в 104-105 раз. [Weber et al., 2000]. Таким образом, F1 сектор 
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состоит из трех α и трех β субъединиц (последовательно расположенные 

субъединицы α и β образуют структуру, характеризующуюся осью симметрии 

третьего порядка с углом поворота 120°), которые показывают строгую 

отрицательную кооперативность связывания субстрата и, в то же время, строгую 

положительную кооперативность ферментативной активности. В литературных 

данных это называется гипотеза изменения участка связывания [Boyer, 1993]. 

Ключевой особенностью этой гипотезы является то, что три каталитических сайта 

(три пары αβ субъединиц, которые содержат эти сайты) находятся каждый в 

разной конформации в любой момент времени. Один из них открыт и готов к 

связыванию АТФ (или ADP + Pi), в то время как второй и третий являются 

частично открытыми и закрытыми, соответственно. Связывание АТФ, в 

результате чего сайт становится закрытым, создает конформационные изменения, 

при которых остальные два сайта изменяются таким образом, что закрытый сайт 

становится частично открытым, а частично открытый становится полностью 

открытым. Таким образом, каждый сайт переключается между тремя состояниями 

как при гидролизе АТФ, так и при синтезе АТФ, но в другом направлении. 

(Рисунок 3.2.) 

 

Рисунок 3.2. Гипотеза изменения участка связывания и вращение 

каталитического сайта связывание γ субъединицей [Capaldi et al., 2002].  
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Каждый каталитический сайт проходит во время цикла через три состояния: 

T, L и O. АТФ связывается с O сайтом (открытый и пустой), чтобы превратить его 

в T сайт (связанный с АТФ). После разрыва связи, сайт Т превращается в L сайт 

(связанный с АДФ + Pi), в то время как АДФ+Pi разрывается с О сайтом. В любое 

время, каждый из трех каталитических сайтов находится в состоянии O, T и L 

соответственно. Переключение этих состояний в каждом из участков приводит к 

гидролизу (или синтезу) одной молекулы АТФ и вращению γ-ротора на 120°. 

Этапы гидролиза или синтеза одной молекулы АТФ на трех сайтах связывания 

представлены на Рисунке 3.2 [Capaldi et al., 2002]. По имеющимся литературным 

данным ротор состоит из γεcn субъединиц, а статор состоит из α3β3δab2 

субъединиц [Diez et al., 2004; Itoh et al., 2004; Weber, 2006]. Функция статора 

заключается в предотвращение совместного вращения каталитических центров и 

ротора.  

В общей сложности на F1 секторе АТФ-синтазы существует шесть 

нуклеотидных участков связывания. Три каталитических участка в основном 

предоставлены в β-субъединицы, а три некаталитических участка связывания в 

основном представлены в λ-субъединице. Три каталитических участка связывания 

обозначаются как βTP, PDP и βE, и они были обнаружены методом рентгеновской 

кристаллографии на основе связывания  АТФ, АДФ и Pi соответственно [Leslie et 

al., 2000; Menz et al., 2001]. Pi первоначально связывается с βE (пустой сайт) для 

синтеза АТФ. Реакция синтеза происходит в трех каталитических центрах 

взаимозависимо и последовательно. Каждый каталитический сайт претерпевает 

конформационные изменения, что приводит к возникновению следующей 

реакции: субстрат (АДФ + Pi) связывание → синтез АТФ → выделение АТФ. В 

секторе F0 происходит механическое вращение вала ротора, которое приводит к 

конформационным изменениям каталитических доменов в F1 для синтеза АТФ. 

Обратная реакция гидролиза АТФ вызывает обратные конформационные 

изменения сектора F0 и, следовательно, меняет направление вращения вала 

ротора. Эти конформационные изменения в каталитических центрах связаны с 
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вращением γ-субъединицы. Более глубокое понимание структуры и функции 

комплекса FoF1 могло бы осветить возможные пути развития АТФ-синтазы в 

качестве мишени молекулярного лекарственного средства и его применения в 

области нанотехнологий и наномедицины [Khataee et al., 2009; Whitesides, 2003]  

Следовательно, понимание структуры и каталитической функции АТФ-

синтазы, в частности, каким образом связывание Pi приводит к образованию 

АТФ, имеет первостепенное значение для понимания процессов ингибирования 

работы фермента при связывании его с лекарственными средствами. [Bullough et 

al., 1989; Gledhill et al., 2005; Hong et al., 2008]  

3.5. АТФ-синтаза как перспективная биомишень 

На важность АТФ-синтазы в качестве перспективной биомишени при 

разработке лекарственных средств также указывает тот факт, что многие 

антибиотики, такие как ефрапептин, ауровертин и олигомицин ингибируют 

именно АТФ – синтазу. Ефрапептин и ауровертин ингибируют синтез и гидролиз 

АТФ. [Abrahams et al., 1996; Raaij van et al., 1996]. Олигомицин является мощным 

ингибитором АТФ-синтазы путем связывания с комплексом Fo, что приводит к 

блокировки протонной проводимости. По литературным данным было показано, 

что олигомицин индуцирует апоптотический ответ в культивированных 

лимфобластоидных клеток человека и других клетках млекопитающих в течение 

12-18 часов, но при этом митохондриальные ингибиторы не вызывают апоптоз в 

клетках, в которых отсутствует митохондриальная дыхательная цепь [Wolvetang 

et al., 1994]. Другое подобное исследование показало, что олигомицин 

взаимодействует с отдельными компонентами митохондрий, что в свою очередь 

может привести к апоптозу отдельных клеток из-за увеличения экспрессии СD 14 

[Mills et al., 1999]. Таким образом, вполне возможно, что взаимодействия между 

АТФ-синтазой и другими ингибиторами, могут играть значительную роль в 

механизмах апоптоза в митохондриях. Известно, что связывание олигомицина А 

происходит только с определенными аминокислотами в с - субъединице. 
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3.6. Механизм связывания олигомицина А и C-субъединицы FoF1-АТФ-

синтазы. 

Из-за широкого использования ингибиторов подобных олигомицину и 

существующего потенциала для обнаружения новых лекарственных средств на 

основе данного механизма (ингибирование С-субъединицы FoF1-АТФ-синтазы) – 

изучение олигомицин-связывающего сайта представляет большой интерес. 

С субъединица АТФ-синтазы является интегрированным в мембрану 

белком, состоящим из двух спиралей, 1 и 2, которые проникают во внутреннюю 

митохондриальную мембрану (Рисунок 3.1.). С-субъединица представляет из себя 

кольцо, состоящее из различного количества субъединиц в зависимости от вида. К 

примеру, у АТФ синтазы дрожжей этот комплекс состоит из 10 субъединиц, а у 

АТФ-синтазы коров - из 8 субъединиц [Stock et al., 1999; Watt et al., 2010].  

C-субъединица является существенным компонентом протонной турбины 

АТФ-синтазы, который преобразовывает электрохимическую энергию в 

механическое вращение, и наоборот. Неотъемлемой частью С - субъединицы 

является глутаминовая кислота (Glu59) в спирали 2, функция которой 

заключается в непосредственном движении протонов из цитозоля в 

митохондриальный матрикс во время синтеза АТФ. Боковая цепь карбоксильной 

группы Glu59 находится почти в середине спирали 2, располагаясь в липидном 

двойном слое. Она участвует в протонировании, обладая закрытой конформацией. 

Субъединица А формирует два протонных полуканала, с помощью которых 

протон переносится и связывается с карбоксильной группой Glu59 в открытой 

конформации, что делает возможным процесс протонирования и 

депротонирования. [Fillingame et al., 2014; Pogoryelov et al., 2010]. Олигомицин А 

связывается с двумя соседними субъединицами C-кольца, которое расположено 

на протонном канале, и блокирует основные карбоксильные группы, что приводит 

к ингибированию транслокации протонов. Молекула олигомицина А связывается 

с аминокислотным остатком Glu59 и препятствует связыванию боковой цепи 

карбоксильной группы с молекулой воды. Боковая цепь карбоксильной группы 
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аминокислоты Glu59 образует водородную связь с молекулой воды, которая в 

свою очередь образует водородную связь с кислородом карбонильной группы 

Leu57 и кислородом карбонильной группы олигомицина (О36). Таким образом, 

Glu59 образует водородную связь с олигомицином через связь с молекулой воды. 

Остальные взаимодействия между олигомицином и С-субъединицей происходят 

прежде всего за счет сил ван-дер-Ваальса. (Рисунок 3.3.). Межатомные расстояния 

между атомами С-субъединицы и олигомицином составляют 3.7–4.9 Å. 

Аминокислотный остаток Phe64 образует ряд взаимодействий с шестью атомами 

углерода олигомицина, в том числе С2 и С3, которые имеют двойную связь с 

олигомицином А [Palmer et al., 2008], и, таким образом, также могут 

взаимодействовать с помощью π–π взаимодействий. Два аминокислотных остатка 

Ala56 и Ala60, каждый взаимодействует с противоположными концами молекулы 

олигомицина путем формирования связей между олигомицином и C-кольцом 

(цепи N и О). Остальные аминокислотные остатки взаимодействуют с 

олигомицином, образуя связь только с одной из С-субъединиц.  

При изучении механизма связывания недавно изученного препарата 

R207910 (TMC207), который ингибирует действие АТФ-синтазы и является 

высокоэффективным против микобактерий туберкулеза, было выявлено, что у 

штаммов устойчивых к данному препарату присутствуют три независимые 

мутации в гене, кодирующем С-субъединицу. (Asp26Val, Ala61Pro, Ile64Met) 

[Andries et al., 2005; Koul et al., 2008]  

В модели С – субъединицы дрожжей аминокислотный остаток Asp26 

расположен в спирали 1 рядом с Gly25, который при возникновении мутации 

придает устойчивость к олигомицину и перекрестную устойчивость к связанным 

с ним лекарственным средствам [Galanis et al., 1989; Nagley et al., 1986]. Ala61 

находится рядом с Ala60 у дрожжей, который является одним из двух остатков, 

который взаимодействует с олигомицином в обеих молекулах С – субъединицы, 

которые образуют сайт связывания. 
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Рисунок 3.3. Взаимодействие атомов С-субъединицы с олигомицином А. (А) 

Атомы показаны в виде сфер, остатки показаны в виде палочек и находятся в 

пределах 5 Å от атомов в молекуле олигомицина. Пунктирные линии обозначают 

атомные расстояния в диапазоне 2,5-2,8 Å для трех водородных связей и 3.7-4.8 Å 

для предположительных сил ван-дер-Ваальса. (B) Взаимодействия между 

олигомицином А и С-кольцом. Остатки, для которых атом находится в пределах 

4,8 Å, показаны пунктирными линиями (возможное взаимодействие). Одной 

красной пунктирной линией показано взаимодействие между E59 и 

гидроксильной группой олигомицина. [Symersky et al., 2012] 

Мутация Ala(61)Pro вызывает излом в альфа-спирали и разрушает сайт 

связывания лекарственных средств. Аминокислотный остаток Ile64 соответствует 

Phe64 в дрожжах, который формирует критические связи с олигомицином. Хотя 

структура R207910 весьма отличается от олигомицина, это химическое 

соединение обладает некоторыми похожими химическими свойствами, что 

подтверждает схожесть сайта связывания олигомицина А и С-субъединицы 

митохондрий и бактерий. Кроме того, данный сайт связывания олигомицина А в 

C-субъединице может использоваться также другими ингибиторами 

бактериального С-кольца и, вероятно, для аналогичных ингибиторов, которые 
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связываются с Vо (аналог Fо) АТФазы вакуолярного типа [Dröse et al., 1997], что 

может обеспечить получение еще одного потенциально целевого препарата.  

Таким образом изучение биомишеней олигомицина А и его производных 

являются одним из важных направлений для создания на их базе новых 

лекарственных средств. 

  



42 
 

Глава 4. Антибиотики группы олигомицинов. Механизмы чувствительности 

актинобактерий 

4.1. Антибиотик олигомицин А и его производные, механизмы их действия у 

актинобактерий  

Олигомициноподобные антибиотики, относящиеся к группе макролидов, 

производят многие актинобактерии в том числе Streptomyces. sp. WK-6150 

[Enomoto et al., 2001], S. virginiae 17 [Danilenko et al., 2012], S. sp. MCI-2225 

[Kobayashi et al., 1987], S. libani [Kim, B. S., Surk Sik Moon, S. S. & Hwang, 1999], 

S. diastatochromogenes, S. diastaticus [Yang et al., 2010], Actinoalloteichus sp. 

NPS702 [Sato et al., 2012] и другие. Эти штаммы являются устойчивыми к 

действию олигомициноподобных антибиотиков, так как являются продуцентами 

антибиотиков этого класса. На данный момент механизмы чувствительности у 

различных чувствительных к олигомициноподобным антибиотикам штаммов 

остаются неизученными. К такому штамму можно отнести S. fradiae ATCC 19609, 

который является сверхчувствительным для действия антибиотика олигомицина 

А (<0.001 нмоль/мл или 0.0005 нмоль/диск) [Alekseeva et al., 2009]. Имеющиеся 

данные свидетельствуют о существовании в клетках нескольких мишеней 

действия олигомицина А [Wender et al., 2006]. Можно предположить, что 

механизмы чувствительности штаммов актинобактерий к олигомицину А 

обусловлены несколькими биомишенями в клетке, проницаемостью антибиотика 

внутрь клетки, отсутствием механизма выброса антибиотика из клетки, 

отсутствием систем репарации клетки и другими. Для определения механизмов 

чувствительности, а также обнаружения дополнительных биомишеней и 

установления детального механизма взаимодействия с ними олигомицина А, в 

том числе с FоF1-АТФ-синтазой, в НИИНА им. Г.Ф. Гаузе были синтезированы 

новые полусинтетические производные олигомицина А, селективно 

модифицированные по фрагментам молекулы антибиотика (33 положение 
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боковой цепи), которая участвует в связывании с С-субъединицей FоF1-АТФ-

синтазы (Рисунок 4.1.).  

 

Рисунок 4.1. Схема синтеза 33-O-мезил олигомицин А (2), (33S)-азидо-33-

дезоксиолигомицин (3) и 33-деокси-33-(1,2,3-триазол-1-yl) олигомицин A (4a–d). 

[Lysenkova et al., 2013] 
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Синтез нитрон-олигомицина осуществляли действием на олигомицин А 

гидрохлорида гидроксиламина в пиридине в присутствии ацетата натрия 

[Lysenkova et al., 2009], (33S)-азидо-33-дезоксиолигомицин был синтезирован 

действием на 33-О-мезилолигомицина А азида натрия в диметилформамиде при 

60-65° С, 33-О-мезилолигомицин А синтезирован действием метансульфохлорида 

на олигомицин А в пиридине [Lysenkova et al., 2013], а также разработан новый 

способ химической модификации антибиотика олигомицина А в боковой цепи 

(Рисунок 4.1.). Взаимодействием 33-О-мезилолигомицина с тиоцианатом калия 

синтезирован (33S)-33-дезокси-33- тиоцианатоолигомицин (Рисунок 4.2.). (33S)-

33-Дезокси-33-тиоцианатоолигомицин показал несколько меньшую активность в 

отношении S. fradiae, чем исходный олигомицин А [Lysenkova et al., 2015].  

 

Рисунок 4.2. Синтез (33S)-33-дезокси-33- тиоцианатоолигомицина. 
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Для проверки активности новосинтезированных производных олигомицина 

А была использована тест-система на основе бактерий S. fradiae ATCC 19609, 

являющихся сверхчувствительными к олигомицину А. Было выявлено, что все 

полученные производные обладали сниженной активностью в отношении S. 

fradiae ATCC 19609, и при этом некоторые из них обладали меньшей 

токсичностью относительно олигомицина А.  

Для дальнейшей разработки нового поколения химиотерапевтических 

средств необходимо выявление всех потенциальных внутриклеточных мишеней, а 

также исследование механизмов резистентности бактериальных клеток к 

действию олигомицина А и его производных. 

4.2. Чувствительность и устойчивость к олигомицину А бактерий, включая 

актинобактерии 

Большинство бактерий чувствительно к разным антибиотикам различных 

химических классов [Jorgensen et al., 2009]. При определении чувствительности 

или устойчивости штамма к какому-либо антибиотику используют следующие 

параметры – МИК in vitro такова (1-10 мкг/мл), что возможно успешное 

терапевтическое лечение человека – штамм считается чувствительным, МИК in 

vitro такова, что успешное терапевтическое лечение человека невозможно (более 

100 мкг/мл) – штамм считается природно устойчивым [Rodloff et al., 2008]. 

Эукариотические штаммы, включая Saccharomyces cerevisiae, обладают 

чувствительностью к олигомицину А на уровне 25мкг/мл [Park et al., 2011], в то 

время как грамотрицательные бактерии являются природно устойчивыми к 

олигомицину А и его производным [Kim et al., 1997]. Среди грамположительных 

есть чувствительные к олигомицину А и его производным, относящиеся к классу 

актинобактерий. Бактерии рода Streptomyces обладают разным уровнем 

чувствительности к олигомицину А. МИК олигомицина А для штамма S. albus 

ATCC 21132 0,01 нм/диск [Lysenkova et al., 2015], уровень чувствительности 

несколько ниже S. lividans 66 (МИК 1 нм/диск [Alekseeva et al., 2009]).Штамм S. 
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fradiae ATCC 19609 является сверхчувствительным к олигомицину А – 

МИК<0.001 нмоль/мл [Lysenkova et al., 2015]. 

4.3. Тест система на основе S. fradiae ATCC 19609 для определения 

активности производных олигомицина А и поиска новых возможных 

биомишеней  

Штамм S. fradiae ATCC 19609 используется в биотехнологии для продукции 

макролидного антибиотика тилозина. Данный штамм является 

сверхчувствительным к многим известным антибиотикам, в том числе к 

олигомицину А (<0.001 нмоль/мл или 0.0005 нмоль/диск) [Alekseeva et al., 2009] и 

его производным [Lysenkova et al., 2015; Lysenkova et al., 2014]. Для определения 

возможности использования сверхчувствительного к олигомицину А штамма S. 

fradiae ATCC 19609 в тест-системе для скрининга производных олигомицина А 

был проведен анализ и биохимическая характеристика единственной выявленной 

биомишени олигомицина А FоF1-ATФ-синтазы у семейства стрептомицетов (S. 

fradiae, S. lividans, и S. avermitilis) на препаратах выделенных инвертированных 

везикул. Данный анализ показал, что активность мембраносвязанной АТФазы 

FоF1 комплекса зависит от концентрации Mg2+ и умеренно стимулируется 

высокими концентрациями ионов Ca2+ (10-20 мМ). Активность АТФазы также 

ингибируется у стрептомицетов олигомицином А - типичными ингибитором 

FоF1-АТФазы. При этом высока гомология обнаруженных субъединиц АТФ 

синтазы у штамма S. fradiae ATCC 19609 (сверхчувствительного к олигомицину 

А) с субъединицами из штамма S. lividans 66 (чувствительного к олигомицину А - 

МИК составляет 0,1 нм/диск [Алексеева М.Г., Елизаров С.М., Беккер О.Б., 

Любимова И.К., 2009]) и штамма S. avermitilis MA4680 – продуцента 

олигомицина А (устойчивого к олигомицину А).  

Штамм S. fradiae ATCC 19609 рассматривается как удобная тест система 

для исследования ингибиторов FоF1-АТФ-синтазы бактерий, включая 

производные олигомицинов [Alekseeva et al., 2009; Lysenkova et al., 2014; 
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Lysenkova et al., 2013], так как он является сверхчувствительным к олигомицину 

А, а также потому, что при сравнении олигомицин-связывающих доменов с-

субъединицы FоF1-АТФ-синтазы у олигомицин-чувствительных и устойчивых 

организмах было показано, что по данным аминокислотам S. fradiae ATCC 19609 

имеет наибольшее сходство с Homo sapiens [Alekseeva et al., 2015]. (Таблица 4.1.)  

Таблица 4.1. Сравнение олигомицин связывающих доменов C субъединицы 

FоF1-АТФ-синтазы в олигомицин чувствительных и устойчивых организмах 

[Alekseeva et al., 2015] 

Микроорганизм 

Олигомицин-связывающий домен в с-субъединице FoF1-

АТФ-синтазы 

первое а.о. 
аминоксилотный 

сиквенс*** 
последнее а.о. 

S. fradiae* 54 ILGFAFCEALALIGL 68 

S. lividans* 54 ILGFAFCEALALIGL 68 

S. avermitilis** 58 ILGFVLCEALALIGL 72 

M. tuberculosis** 54 FITVGLVEAAYFINL 68 

C. difficile** 54 LLGVAIAESSAIYGL 68 

H. sapiens* 51 ILGFALSEAMGLFCL 65 

* Организмы, чувствительные к олигомицину А. 

** Организмы, устойчивые к олигомицину А. 

*** Аминокислоты, участвующие в связывании с олигомицном А, выделены 

жирным шрифтом. 

Для эукариотов минимальная ингибирующая концентрация (МИК) 

олигомицина А составляет 25,0 мкг/мл, например для Saccharomyces cerevisiae 

[Park et al., 2011].  
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4.4. Противоопухолевая активность олигомицина А и его производных  

Олигомицин и его аналоги демонстрируют стабильную противоопухолевую 

активность [Kim et al., 1997; Kobayashi et al., 1987; Yamazaki et al., 1992]. 

Например, олигомицин SC-1 и SC-2 проявляют антипролиферативную активность 

по отношению к клеткам лимфолейкоза мыши P388 (IC50 = 0.0013 и 0.00033 мкг / 

мл, соответственно.[Daisuke et al., 1997]). Антибиотик NK86-0279, структурный 

аналог олигомицина А, обладает способностью ингибировать рост различных 

клеток рака мыши и человека (IC50 = 0,0027 ~ 2,13 мкг / мл; [Nishikiori et al., 

1991]). В исследовании с использованием клеток R-HepG2, олигомицин А 

вызывал апоптоз даже в доксорубицин (DOX) устойчивых клетках [Li et al., 2004]. 

Смесь олигомицинов ABC снижает выживаемость клеток лимфолейкоза Р388 до 

54% при концентрации 30 пг / мл, что в >103 раз ниже, чем уровень, необходимый 

для ингибирования механизма дыхания. При этом олигомицин А был более 

эффективен, чем смесь олигомицинов ABC при ингибировании роста P388. 

Авторы предположили, что олигомицин А при низкой концентрации 

препятствует возникновению сигнальных событий апоптоза, которые 

различаются в опухолевых клетках и нормальных [Korystov et al., 2003]. Таким 

образом, механизм действия олигомицина А на сигнальные пути апоптоза имеет 

потенциальное применение при использовании его в качестве 

противоопухолевого средства. 

Апоптоз в течение 12-18 часов в лимфобластоидных и других клетках 

млекопитающих может быть вызван митохондриальными ингибиторами (ротенон, 

антимицин А, олигомицин А) за счет снижения уровня АТФ [Wolvetang et al., 

1994]. Было показано, что олигомицин и некоторые аналогичные антибиотики 

(апоптолидин, оссамицин и цитоварицин) являются наиболее перспективными 

веществами, в которые вошли только 0,1% большинства селективных 

цитотоксических агентов, которые были проверены на цитотоксичность по 

отношению к раковым клеткам (37 000 соединений были испытаны на 60 линиях 

раковых клеток человека, собранных в Национальном институте рака, США) 
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[Salomon et al., 2000]. В менее чувствительных клетках, ингибиторы гликолиза 

АТФ способствовали их цитотоксическому действию. Снижение уровня АТФ 

также может блокировать апоптоз и / или переключить механизм апоптоза на 

механизм некроза. Этот эффект предполагалось использовать в качестве 

антиапоптозного действия, индуцированного олигомицином А во время апоптоза, 

индуцированного такими противоопухолевыми препаратами как этопозид и 

дексаметазон [Eguchi et al., 1997; Leist et al., 1997]. Сообщалось также и о других 

механизмах антиапоптического действия олигомицина. По литературным данным 

олигомицин А способен блокировать димеризацию Вах (семейство про-

апоптических белков Bcl-2) и также цитохром С, участвующий в процессе 

калфостин C-индуцированного апоптоза [Ikemoto et al., 2000]. Ингибирование 

цитохрома С олигомицином было также происходило в некоторых процессах Вах-

независимого апоптоза [Goldstein et al., 2000; Matsuyama et al., 1998]. 

При изучении олигомицина А, выделенного из S. avermitilis, была показана 

его высокая противоопухолевая активность против гепатомы человека, 

хронического миелолейкоза, и линии клеток рака толстой кишки. Олигомицин А 

ингибирует пролиферацию клеток Bel-7402, К-562, и НСТ-8 в зависимости от 

концентрации. Степень ингибирования линий клеток Bel-7402, К-562 и HCT-8 

составляла 29,9%, 43,7%, и 53,5%, соответственно при концентрации 

олигомицина А 5,0 × 10-5 мкг / мл (то есть 6,3 × 10-5 мкМ). При этом степень 

ингибирования пролиферации линий клеток стандартным веществом, 

используемым при лечении рака желудочно-кишечного тракта флюороурацилом 

(5-FU) — (противоопухолевый препарат из группы антиметаболитов, 

антагонистов пиримидинов) при концентрации 5,0 × 10-2 мкг / мл (то есть 3,8 × 10-

1 мкМ), была приблизительно такой же, как у олигомицина А, или способность к 

ингибированию не наблюдалась [Lin et al., 2009]. Таким образом, олигомицин А 

является более активным чем стандартное лекарственное средство 5-FU при 

ингибировании пролиферации линий опухолевых клеток человека.  
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Глава 5. Существующие подходы поиска новых биомишеней 

5.1. Понятие биомишени при создании лекарственных средств 

При разработке современных лекарственных средств важной задачей 

исследователей становится поиск новых биомишеней и понимание механизма 

действия лекарственного средства. Процесс разработки состоит из нескольких 

этапов, которые включают в себя первичный анализ коллекции соединений 

представленных в базе данных DrugBank, отбор перспективных химических 

соединений для скрининга в различных тест системах для определения их 

биологической активности, определение их токсичности, поиск биомишени, на 

которую действует лекарственное средство и определение механизма действия, 

доклинические и 3 фазы клинических испытаний. (Рисунок 5.1.).  

Рисунок 5.1. Схематическая диаграмма цикла разработки новых 

лекарственных средств. 
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При разработке различных новых лекарственных средств надо учитывать, 

что оно должно быть нетоксичным для человека и при этом высокоэффективным 

(обладать высокой активностью). Успешно решить эту задачу, можно только 

понимая механизмы действия лекарственного средства, для чего, прежде всего, 

необходима идентификация его биомишени. Биомишень представляет собой 

общий термин, который может быть применен к широкому диапазону 

биологических объектов, таких как, например, белки, гены, последовательность 

ДНК и РНК. Для разработки новых лекарственных средств необходимо иметь 

четкое представление о количестве, характеристиках и биологическом 

разнообразии существующих биомишеней. 

5.2. Лекарственные средства и классификация их биомишеней 

На данный момент в существующих базах данных доступны 1236 белковые 

биомишени, на которые действует 1317 уникальных лекарственных препаратов. 

Для некоторых из этих биомишеней установлены конкретные домены в белке, с 

которым связывается химическое вещество. При изучении литературы бывает 

довольно трудно установить конкретную биологическую мишень для 

химического соединения. К примеру, основной мишенью для цетиризина и 

гидроксизина является рецептор Н1 гистамина, ацебуталол действует через β1 

аденорецепторы, и при этом все эти препараты показывают связывание с другими 

рецепторами G-белка (GPCR) в анализах in vitro. В других случаях препарат 

действует одновременно на несколько схожих биомишеней: например, 

карведилол действует через блокирование ряда α- и β- адренорецепторов. 

Наконец, препарат может действовать несколькими путями, и поэтому иметь не 

связанные между собой биомишени. Например, ритонавир имеет две биомишени 

– он является ингибитором протеазы ВИЧ (ретровирусная аспартатная протеаза 

(ретропепсин)) и одновременно ингибирует метаболизм, опосредованный 

цитохромом Р450 3А4 (CYP3A4). Ритонавир часто применяется в комбинации с 

другими ингибиторами ВИЧ-протеазы, таких как лопинавир. В таких случаях и 
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ВИЧ протеаза и цитохром CYP3A4 рассматриваются в качестве молекулярных 

мишеней одновременно.  

Существующие препараты биологического происхождения представленных 

в базе данных DrugBank (группа медицинских продуктов биологического 

происхождения, в том числе вакцины, препараты крови, аллергены, соматические 

клетки, ткани, рекомбинантные белки) действуют на 76 биомишеней, а 

присутствующие на рынке моноклональные антитела действуют на 15 различных 

биомишеней человека. В настоящее время только девять биомишеней 

взаимодействуют с низкомолекулярными соединениями и биологическими 

препаратами одновременно. Обычно они действуют на разные домены или сайты 

связывания. Например, биологические препараты, цетуксимаб и панитумумаб 

действуют на внеклеточный домен рецептора тирозинкиназы EGFR (ErbB1), в то 

время как низкомолекулярные соединения гефитиниб и эрлотиниб действуют на 

часть АТФ-связывающего сайта цитозольного каталитического домена киназы, 

который принадлежит к тому же рецептору. На данный момент можно разбить 

все известные биомишени на три класса – рецепторы, ферменты и транспортеры.  

На данный момент по литературным данным известно около 130 доменов 

белков, которые являются биомишенями для большинства лекарственных 

средств. Около 50% лекарственных средств нацелены на четыре основных 

семейства генов: GPCRs, ядерные рецепторы и трансмембранные ионные каналы 

(LIC и VIC), а около 60% биомишеней расположены на клеточной мембране. 

Помимо этого, существует относительно небольшой, но клинически 

значимый класс препаратов, которые связываются с рибосомой или с 

последовательностью ДНК, или те, для которых биомишени не известны. Одной 

из основных сложностей при анализе количества биомишеней является то, что у 

многих препаратов часто не до конца изучены фармакологические свойства, или 

они обладают низкой селективностью в отношении родственных белков, а 

некоторые биомишени являются сложными многомерными белками с различным 

составом субъединиц. Понимание реальных механизмов действия существующих 
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фармакологических препаратов открывает возможности как для разработки 

новых, оптимизированных химических веществ с различной степенью 

селективности, так и для разработки более эффективных стратегий 

фармакологического действия лекарственных средств.  

5.3. Проблема поиска новых биомишеней 

Sakharkar и др. решили проблему поиска новых биомишеней путем 

определения основных бактериальных генов (т.е. таких, которые имеют 

существенно важное значение для роста, репликации, жизнеспособности или 

выживания микроорганизма), которые не имеют гомологов в человеческом 

геноме [Sakharkar et al., 2008]. В своей работе они изучили геном Pseudomonas 

aeruginosa и обнаружили там 309 основных жизненно важных генов, которые 

могут быть использованы для разработки новых антибиотиков, специфически 

действующих на данные биомишени. Список потенциальных мишеней для 

лекарственных средств включает в себя гены участвующие в трансляции, 

транскрипции, репликации и репарации ДНК, гены, которые кодируют белки 

наружной клеточной мембраны, различные пермеазы, ферменты промежуточного 

метаболизма, факторы взаимодействия патоген-хозяин и многие другие. 

Открытие новых биомишеней позволит создавать абсолютно новые антибиотики 

с новыми механизмами действия, что в свою очередь позволит преодолеть 

развивающуюся устойчивость патогенных штаммов к уже существующим 

антибиотикам. Таким образом, можно сказать, что поиск новых биомишеней 

антибиотиков является одной из самых приоритетных задач современной науки.  
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Глава 6. Материалы и методы 

6.1. Штаммы бактерий 

Streptomyces albus ATCC 21132 (ВКПМ, г. Москва), S. fradiae ATCC 19609, 

S. lividans 66. 

6.2. Олигонуклеотиды, использованные в работе 

Синтез олигонуклеотидов проводили в компании «Синтол» и «Евроген». 

Последовательности используемых в данной работе праймеров представлены в 

Таблице 6.1. Праймеры для клонирования подбирали с использованием 

программы Oligo 7 (Molecular Biology Insights, Inc.), Для проведения 

секвенирования клонированных фрагментов в полученных плазмидах 

последовательность олигонуклеотидов создавали при помощи программы Primer 

BLAST [Ye et al., 2012]. 

Таблица 6.1. Олигонуклеотиды, которые были использованы в данной 

работе. 

Номер Название Структура олигонуклеотида 5’- 3’ 

1 ABCtr-PstS-f CGACTGGAAGTACGAGGACG 

2 ABCtr-PstS-r ACCGAGTTGAGGTTGTTGCT 

3 ABCtr-substr-bind-f GTTGTCGCCCTTCTCCATCA 

4 ABCtr-substr-bind-r AAGGTCAAGGGCATGTACCG 

5 br-ch-aa-ABC-tr-f GAGGAACAGTAGCCACCGAC 

6 br-ch-aa-ABC-tr-r GAGGAACAGTAGCCACCGAC 

7 alan-dehydrog-f TGCTGCTCAAGGTGAAGGAG 
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8 alan-dehydrog-r GGTCTCCACCGTCTCGTAGG 

9 alk-phosph-f CAGGATGATCGTCGAGACCT 

10 alk-phosph-r CAGCACCCGGTAGTGGATTT 

11 leuc-aminopeptidase-f GAAGGACTTCGGGTGCAGG 

12 leuc-aminopeptidase-r AGAAGGACGACAAGAGCACG 

13 DNA-polymerase-f GAACGACCCGAACTGGTTGA 

14 DNA-polymerase-r CGGAGAAGGTGCAGGAGAAG 

15 GTPase-Era-f CATCCACGCCAACCTCTACA 

16 GTPase-Era-r GTCCTTGGCGACCTTCACAT 

17 MarR-f TGACCCGTCAGGTCCAGAT 

18 MarR-r GAACCAGCCCAGCAGATAGG 

19 bldD-f GAGGGGGACTGGTCGTAGAT 

20 bldD-r CCATGTGCCGCAGGAGAA 

21 whiB-f GACCGAGCTGTTCCAGCAAT 

22 whiB-r CAGACCTTCTTCGCCTCACG 

23 padR-f CGAGAAGCGGTTGACCTCG 

24 padR-r CCGTCGTGGAGGAGATCCAG 

25 F0-F1C-sub-f CACTGAGCGTTCCCAGAACC 

26 F0-F1C-sub-r ATCGGCGGGATCAGAGGATT 

27 PadR-32-f TTTTGAATTCATGCCCCCCGTCTTCGC 

CCA 
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28 PadR-32-r TTTTAAGCTTTCAGGGGCGGTCGGGGC 

CGCGCA 

29 PadR-16-f TTTTCATATGATGCCCCCCGTCTTCGC 

CCA 

30 PadR-16-r TTTTGGATCCTCAGGGGCGGTCGGGGC 

CGCGCA 

31 PadR-S-ex-f GCCGTGCTGTCCGTCC 

32 PadR-S-ex-r GGACGCCGCGGACAC 

33 PadR-S-in-f CGAGAAGCGGTTGACCTCG 

34 PadR-S-in-f CCGTCGTGGAGGAGATCCAG 

35 helicase-f CGCCGGATTGCGGTAGTT 

36 helicase-r GGCCCTCTCTCCGTCCAC 

6.3. Культивирование бактерий 

Штамм Streptomyces fradiae ATCC 19609 выращивали на твердой 

агаризованной среде Ср-15 (соевая мука 0,5%, кукурузный экстракт 0,5%, меласса 

0,5%, крахмал 0,5%, (NH4)2SO4 0,05%, NaCl 0,05%, MgSO4 0,07%, CaCO3 0,1%, 

агар 2%) в течение 10 дней при температуре 280С.  

Штамм Streptomyces albus ATCC21132 выращивали на твердой 

агаризованной среде ISP (солодовый (мальт) экстракт 1,5%, дрожжевой экстракт 

0,5%, крахмал 0,5%, CaCO3 0,3%, агар – 2%, pH 7,5) в течение 7-10 дней при 

температуре 280С. 

Штамм Streptomyces lividans 66 выращивали на твердой агаризованной 

среде ISP (солодовый (мальт) экстракт 1,5%, дрожжевой экстракт 0,5%, крахмал 

0,5%, CaCO3 0,3%, агар – 2%, pH 7,5) в течение 7 дней при температуре 280С. 
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6.4. Методика определения антибактериальной активности веществ 

Проверка антибактериальной активности осуществлялась на штаммах 

стептомицетов методом дисков и заключалась в определении  зоны подавления 

роста штамма, засеянного газоном на агаризованной среде, вокруг бумажных 

дисков, содержащих антибиотики в различных концентрациях. Для 

приготовления газона споровую суспензию, полученную путем смыва с 

агаризованной полноценной среды и пропущенную через ватный фильтр, 

смешивали с агаризованной средой МD (0,8% агара) (K2HPO4 0,05%, MgSO4 

0,05%, NaCl 0,05%, FeSO4 0,001%, KNO3 0,1%, крахмал 1%, агар 2%) при рН 7,5 в 

соотношении 1 х 105 спор на чашку Петри и засевали чашки с агаризованной 

средой МD (2% агара). После застывания агаризованной споровой суспензии, на 

чашки наносили бумажные диски, содержащие тестируемые соединения. 

Выращивание газона производили в течение 24 часов при +28оС. Среда МD 

следующего состава: 0.5% мальт экстракта (Sigma), 0.4% дрожжевого экстракта 

(Difco), 0.05%NaCl, 0.05% MgSO4 , 0.05% K2HPO4, 0.0001% FeSO4, 0.1% KNO3, 

2% глюкозы, рН 7.5. 

6.5. Получение штаммов S. fradiae ATCC 19609, устойчивых к производным 

олигомицина А. 

Для определения МИК производных олигомицина, получали споровую 

суспензию S. fradiae смывом водой с содержанием TWIN 80%, и высевали  в 

полужидком агаре верхним слоем на чашки Петри с твердой агаризованной 

средой MD-2%, содержащей производные в различных концентрациях. 

Для получения мутантных штаммов S. fradiae ATCC 19609, устойчивых к 

производным олигомицина А, штамм дикого типа выращивали на агаризованной 

среде Ср-15 в течение 10 дней при температуре 280С. Затем споровую суспензию 

(КОЕ от 6*109 ) высевали в полужидком агаре верхним слоем на чашки Петри со 

средой MD-2%, содержащей производные олигомицина А в различных 

концентрациях. Для определения количества КОЕ в первичной суспензии была 
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проведена серия  последовательных десятикратных разведений. Из каждого 

разведения на агаризованную среду MD-2% высевали аликвоту и выращивали  3 

суток при температуре 280С. После этого производили отбор и моноклональный 

рассев выросших колоний на среде Ср-15, содержащей производное олигомицина 

А в различных концентрациях. 

Для характеристики дикого типа и мутантов S. fradiae ATCC 19609 по 

спектру устойчивости к антибиотику олигомицину А и его производным, а также 

к другим антибиотикам 105 КОЕ высевали в полужидком агаре (0,8%) в верхнем 

слое на чашки Петри с твердой агаризованной средой MD-2%. Эксперимент 

проводился в трех независимых повторах. 

6.6. Манипуляции с нуклеиновыми кислотами 

6.6.1. Выделение тотальной ДНК 

Для выделения тотальной ДНК, штамм S. fradiae ATCC 19609 выращивали 

в течение 14 дней на твердой агаризованной среде Ср-15, затем в посевной 

жидкой среде (крахмал 3%, кукурузный экстракт 1%, (NH4)2SO4 0,4%, CaCO3 

0,5%, NaCl 0,5%, pH=7,1) в течение 48 часов и после в среде YEME (дрожжевой 

экстракт 0,3%, бакто пептон 0,5%, мальт экстракт 0,3%, глюкоза 1%, сахароза 

25% pH=7,1) в течение 48 часов при 28ºС. Было произведено выделение ДНК с 

использованием стандартных методик выделения для актинобактерий рода 

Streptomyces [Hopwood et al., 1985]. Выделенную ДНК очищали с помощью 

набора GenElute Bacterial Genomic DNA Kits SIGMA NA2110-1KT. 

6.6.2. Выделение РНК  

Для выделения РНК, биомассу S. fradiae выращивали в среде YEME до 

достижения первой половины log фазы. После этого в среду добавляли 

производное олигомицина А для индукции штамма дикого типа S. fradiae и  для 

индукции мутантного штамма. Дальнейшие операции по выделению РНК 
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проводили с использованием стандартных методик набора TRIzol® RNA Isolation 

Reagents. Образцы РНК обрабатывались ДНКазой по стандартному протоколу 

набора Ambion. (Cat number AM2222). 

6.6.3. Полногеномное секвенирование полученного штамма 

Полногеномное секвенирование проводилось с использованием 

стандартных наборов и программ Roche 454-GS Junior instrument (Roche, 

Switzerland). Полученные риды собирались в последовательность с 

использованием программы GS de novo assembler version 3.0 (Roche). 

Автоматическая аннотация генома проводилась с использованием NCBI 

Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAAP, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok).  

6.6.4. Очистка фрагментов ДНК из агарозного геля 

Для выделения фрагмента ДНК использовался набор GeneJET Gel Extraction 

Kit (ThermoFisher Scientific) или QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). 

Выделение проводили из 1% агарозного геля. 

6.6.5. Очистка ДНК из реакционной смеси 

Для очистки полученной ДНК из реакционной смеси (после проведения 

амплификации, рестрикции или лигирования) использовали наборы GeneJET PCR 

Purification Kit (ThermoFisher Scientific) или QIAquick PCR Purification Kit 

(QIAGEN). 

6.6.6. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 

Метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) использовался для 

амплификации ДНК. Реакцию проводили с использованием набора High Fidelity 
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PCR Enzyme Mix (ThermoFisher Scientific) на приборах CFX96 (Bio-Rad), 

SpeedCycler2 (AnalyticJena) и Терцик ТП4-ПЦР01 (ДНК-технология). Реакционная 

смесь содержала: 1× буфер для ПЦР, MgCl2 1,5mM, ∑dNTPs 0,5 mM каждого, 

смесь ферментов из расчета 5 е.а. на 100 мкл смеси, праймеры по 20 нг на 100 мкл 

смеси, а также матричную ДНК в количестве от 1 до 100 нг на 100 мкл смеси. 

Температура отжига была подсчитана программой, в которой создавали 

праймеры. В отдельных случаях оптимальную температуру отжига подбирали с 

помощью прибора Bio-Rad CFX96 с использованием технологии температурного 

градиента. 

Время элонгации рассчитывалось как 1 мин на 1 т.п.н.  

6.6.7. Электрофорез ДНК в агарозном геле. 

Для определения количества и длины полученных фрагментов ДНК был 

проведен электрофорез с использованием 1% агарозного геля. Агарозу 

(“Amresco”, США) плавили в электрофорезном буфере ТАЕ (Tris-ацетат 40 mM, 

EDTA 1 mM, pH=7,6). Электрофорез проводили с использованием ванночки 

электрофорезным буфером. Пробы наносили в лунки геля с добавлением 6-

кратного красителя “6x Loading Die” (ThermoFischer Scientific, США), в качестве 

маркера длин фрагментов использовали ДНК фага λ, рестрицированного по 

сайтам эндонуклеаз рестрикции EcoRI и HindIII (ThermoFischer Scientific, США), 

либо маркеры серии GeneRuler – 50 bp Plus, 100 bp Plus(ThermoFischer Scientific, 

США). Электрофорез проводили при напряжении 5-7,5 В/см. 

6.6.8. Определение количества ДНК 

Ориентировочную концентрацию ДНК в пробе определяли по полученной 

электрофореграмме. Точную конгцентрацию ДНК в пробе определяли с 

использованием набора Qubit dsDNA BR Kit (ThermoFischer Scientific, США) на 

приборе Qubit (ThermoFischer Scientific, США) по инструкции производителя. 
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6.7. Манипуляции с белками 

6.7.1. Электрофорез белков в полиакриламидном геле в денатурирующих 

условиях 

Для анализа общих лизатов белков проводили электрофорез в 12% 

полиакриламидном геле в денатурирующих условиях по [Laemmli, 1970]. Состав 

разделяющего геля: 375 мМ Tris-Cl, 0,025% SDS, 12,5% акриламид, 5% 

глицерина, pH=8,8. Состав концентрирующего геля: 125 мМ Tris-Cl, 0,025% SDS, 

5% акриламид, pH=6,8. Раствор 30% акриламида готовили в следующей 

пропорции: 29,2% акриламида, 0,8% метилен-бисакриламида. Для полимеризации 

геля добавляли 0,1% PSA и 1 мкл/мл TEMED. В карманы геля вносили лизаты, 

содержащие 20-30 мкг фракции растворимого белка. Электрофорез проводили 

при напряженности по концентрирующему гелю 7,5 В/см, по разделяющему – 9-

10 В/см. Состав электродного буфера: 25 мМ Trisma base, 192 мМ глицин, 0,1% 

SDS, pH=8,3-8,4. 

По окончании фореза гель помещали на 20 мин в фиксирующий раствор 

следующего состава: 150 мл этанола, 40 мл ледяной уксусной кислоты, 110 мл 

воды. Окрашивание проводилось при нагревании красителем кумаси G-250 в 

растворе следующего состава: 0.4 г кумаси G-250, 80 мл 96% спирта, 40 мл 

ледяной уксусной кислоты 180 мл Н2О. Гель отмывали 7% уксусной кислотой при 

нагревании. 

6.7.2 Двумерный электрофорез и масс-спектрометрический анализ 

Двумерный гель-электрофорез (SDS-PAGE) проводили в соответствии с 

методом [O’Farrell, 1975] с незначительными изменениями. Образцы для масс-

спектрометрии были получены методом, рекомендованным Promega (США); 

Масс-спектры были получены методом, рекомендованным Bruker Daltonics 

(США) на аналитическом масс-спектрометре Bruker Daltonics (UltrafleXtreme 

MALDI TOF / TOF MS) (Bruker Daltonics GmbH, Германия) на кафедре 
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протеомных исследований, Научно-исследовательского института 

биомедицинской химии, России академии наук. Белки были определены с 

использованием программного обеспечения Mascot (www.matrixscience.com). 

Поиск проводился в базе данных NCBI.  

6.8. Синтез кДНК и ПЦР в реальном времени 

Cинтез кДНК осуществляли с использованием стандартных процедур, 

установленных Invitrogen Company, набор SuperScript III Reverse Transcriptase, 

#1808-093. После синтеза кДНК, для анализа экспрессии генов проводили 

количественный ПЦР в реальном времени с использованием красителя SYBR 

Green, на амплификаторе Bio-Rad CFX96 Touch.  

Условия амплификации. 

Программа для амплификации фрагментов при анализе экспрессии генов 

(праймеры 1-24):  

94°С – 1 мин;  

{94°С-30 сек., 60°С-30сек., 72°С-1мин} 50 циклов;  

72°С-10мин. 

6.9. Биоинформатические методы 

Последовательности генов были получены из базы данных GenBank NCBI. 

Гомологию аминокислотной последовательности белков исследовали в 

программе BLAST [Johnson et al., 2008]. 

Выравнивание аминокислотных последовательностей проводили в 

программе Clustal-Omega [Sievers et al., 2011]. Для построения филогенетического 

древа использовали программу Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA) 

версии 6.06 [Tamura et al., 2013], древа строили по методу присоединения соседей 

(neighbour-joining). Поиск кластеров генов, предположительно ответственных за 
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биосинтез вторичных метаболитов проводили с помощью программы antiSMASH 

3.0 [Weber et al., 2015]. 

Для выявления ряда SNP, был проведен биоинформатический анализ, 

включающий в себя выравнивание генома мутантного штамма на геном штамма 

дикого типа с помощью программы GS reference mapper 3.0 (Roche). 

6.10. Получение препаратов инвертированных мембранных везикул S. fradiae 

ATCC 19609 

Мицелий S. fradiae АТСС 19609 трижды отмывали в растворе, содержащем 

0,25 М сахарозу, 10 мМ Тris-HCl, рН 7,4. Клетки суспендировали в 10 объемах 

буфера, содержащего 50 мМ MOPS, pH-7,5, 10 мМ MgCl2, коктейль ингибиторов 

протеаз (“Promega”, США), с добавлением лизоцима до конечной концентрации 1 

мг/мл. Полученную суспензию инкубировали при 370С при постоянном 

перемешивании в течение 1 ч. Протопласты разрушали озвучиванием в 

ультразвуковом дезинтеграторе Vibra Cell™ UltrasonicProcessor («Sonics», США) 

при частоте 20 кГц трижды по 30 с с интервалом между обработками 15 с при 40 

С. Клеточные обломки осаждали центрифугированием в течение 20 мин при 400С 

и 10 000 g. Для выделения везикул белки супернатанта центрифугировали в 

течение 1 ч при 40 С и 280 000 g, суспендировали в буфере, содержащем 50 мМ 

MOPS, pH-7,5, 10 мМ MgCl2, коктейль ингибиторов протеаз («Roche», Германия) 

и центрифугировали в течение 1 ч при 40 С и 280 000 g. Полученные осадки 

растворяли в пяти объемах того же буфера с добавлением глицерина до 10%. 

Концентрацию белка определяли по методу Бредфорд [Bradford, 1976]. Фракцию 

инвертированных мембранных везикул замораживали в жидком азоте и хранили 

при –700 С. 
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6.11. Измерение АТФ-синтазной активности в препаратах инвертированных 

мембранных везикул 

Разработку тест-системы для определения ингибирующего действия 

производных олигомицина А на FoF1 ATФ-синтазу в инвертированных 

мембранных везикулах S. fradiae  проводили используя стандартную методику с 

небольшими модификациями, а именно подбором концентраций действующих 

веществ [Koul et al., 2007]. АТФ-синтазная активность определялась в 

выделенных инвертированных мембранных везикулах S. fradiae посредством 

активизации их с помощью NADH и измерения продуцируемой АТФ с 

использованием люциферин/люциферазной реакции. 

Инвертированные мембранные везикулы разводили до конечной 

концентрации 50 мкг белка в 1 мл буфера, содержащего 50 мМ MOPS, pH-7,5, 10 

мМ MgCl2 и прединкубировали с контрольным ингибитором или с олигомицином 

А в течение 10 мин при перемешивании при комнатной температуре. Для 

валидации тест-системы были использованы стандартные ингибиторы  FoF1-

АТФ-синтазы: N,N-Dicyclohexylcarbodiimide (DCCD, «Alfa Aesar», 

Вкликобритания) [Toei et al., 2013], Oligomycin A (чистота 95% , получен в АНО 

«НИЦ «БИОАН», Россия) [Pagliarani et al., 2013]. В качестве отрицательного 

контроля использовали Levofloxacin («Sigma», США) [Koul et al., 2007].  В 

реакционную смесь вносили NADH до конечной концентрации 2,5 мМ и 

инкубировали при энергичном встряхивании в течение 1 мин при комнатной 

температуре. Реакцию начинали добавлением АДФ до конечной концентрации 1 

мМ и K2HPO4 до конечной концентрации 10 мМ. Аликвоты реакционных смесей ( 

в трех повторах, объемом 100 мкл) забирали по прошествии 1 мин, 10 мин. 20 

мин, 40 мин и 60 мин инкубации и добавляли к 400 мкл ледяного раствора, 

содержащего 2 мМ ЭДТА, 1% ТХУ. Все дальнейшие манипуляции проводили с 

использованием автоматизированной лабораторной рабочей станции Biomek 

3000® («Beckman Coulter», США). 5 мкл смеси добавляли к 100 мкл буфера, 

содержащего 100 мМ Тris-HOAc, 2 мМ ЭДТА, pH 7,75, и перемешивали в лунках 
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96-луночного планшета. Затем, в лунки вносили 50 мкл люциферазного реагента 

(ATP bioluminescence Assay Kit HS II, «Sigma», США). Люминесцентный сигнал 

(RLU- relative light units) - измеряли, используя DTX 880 Multimode Detector 

(«Beckman Coulter», США). Параметры измерения: время –1000 мс, 

чувствительность измерения – expected high activity. Все измерения проводились в 

пяти повторностях.  
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Глава 7. Результаты и обсуждение. 

7.1. Экспериментальная схема исследования.  

 Для исследования генетических механизмов устойчивости и 

чувствительности штамма S. fradiae ATCC 19609 к олигомицину А и его 

производным в первую очередь было необходимо провести характеристику 

данного штамма по уровню устойчивости к антибиотикам различных химических 

классов, в том числе к макролидным антибиотикам. После определения 

чувствительности данного штамма к антибиотикам различных химических 

классов было необходимо провести поиск предполагаемых генов, которые могут 

быть вовлечены в процесс формирования устойчивости. Для этого впервые было 

проведено полногеномное секвенирование штамма S. fradiae ATCC 19609. В 

процессе биоинформатического анализа было обнаружено более 20 генов, 

вовлеченных в процесс формирования устойчивости к антибиотикам различных 

химических классов. Для антибиотика олигомицина А по литературным данным 

известна единственная биомишень FоF1–АТФ-синтаза. Для изучения способности 

олигомицина А ингибировать FоF1–АТФ-синтазу нами был проведен 

эксперимент по изучению способности олигомицина А ингибировать АТФ-

синтазную активность в везикулах S. fradiae ATCC 19609. Так как было выявлено, 

что олигомицин А ингибирует АТФ-синтазную активность только на 30% было 

высказано предположение, что в клетке S. fradiae ATCC 19609 существует одна 

или несколько дополнительных биомишеней олигомицина А. Попытки получения 

мутантов, устойчивых к олигомицину А, не увенчались успехом, поэтому для 

определения дополнительных возможных механизмов устойчивости к 

олигомицину А и его производным нами были получены два мутантных штамма 

S. fradiae, устойчивых к нитрон-олигомицину и (33S)-33-дезокси-33-

тиоцианатоолигомицину, которые предположительно должны были действовать 

на дополнительные механизмы устойчивости или на дополнительную биомишень, 

отличную от FоF1–АТФ-синтазы. Для выявления мутаций в геноме, которые 
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могли бы приводить к возникновению устойчивости к производным олигомицина 

А нами было проведено полногеномное секвенирование мутантных штаммов, 

которое позволило выявить единичные нуклеотидные замены в каждом штамме. 

Была выявлена мутация в гене padR (полифункциональном транскрипционном 

регуляторе) у мутантного штамма, устойчивого к нитрон-олигомицину и мутация 

в гене хеликазы IV у мутантного штамма, устойчивого к (33S)-33-дезокси-33-

тиоцианатоолигомицину. Следующим этапом работы было изучение возможных 

механизмов устойчивости, обусловленных мутациями в этих генах, с помощью 

биоинформатических и экспериментальных методов, а именно определение 

изменения экспрессии генов, возможно контролируемых PadR и попытка 

установить механизм возникновения устойчивости к данным производным 

(Рисунок 7.1.).  

 

Рисунок 7.1. Схема эксперимента определения возможных механизмов 

устойчивости к олигомицину у актинобактерий S. fradiae ATCC 19609.  
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7.2. Характеристика спектра устойчивости штамма S. fradiae ATCC 19609 к 

антибиотикам различных химических классов. 

     Штамм Streptomyces fradiae АТСС 19609 - актинобактерии, выделенные из 

почвы. Данный штамм интересен своей исключительной чувствительностью ко 

многим классам антибиотиков, таким как аминогликозиды, тетрациклины, 

оксазолидинон, хлорамфеникол, макролидный антибиотик олигомицин А и его 

производные, и другие гетероциклические антибиотики, по сравнению с 

модельным штаммом Streptomyces lividans 66 [Bekker et al., 2008], что делает его 

удобным для изучения механизмов устойчивости и чувствительности к широкому 

кругу антибиотиков. 

      Характеристика спектра устойчивости штамма S. fradiae ATCC 19609 к 

антибиотикам различных химических классов была проведена методом дисков. 

Эксперимент проводился в сравнении с модельным штаммом S. lividans 66 и 

непатогенным штаммом S. albus ATCC 21132 (Таблица 7.1). Было выявлено, что 

S. fradiae ATCC 19609 является более чувствительным к аминогликозидным 

антибиотикам стрептомицину, тобрамицину, гентамицину, неомицину, 

амикацину, а также к макролидным антибиотикам, эритромицину, 

олеандомицину, азитромицину и антибиотикам линезолиду и хлорамфениколу. 

При этом S. albus ATCC 21132 оказался устойчивым к антибиотикам 

рифампицину и линкомицину, а устойчивость штаммов S. lividans и S. albus к 

антибиотикам класса макролидов оказалась приблизительно на одном уровне. 

Уровень устойчивости к аминогликозидным антибиотикам был разным у всех 

трех штаммов, но S. lividans был наиболее устойчив к антибиотикам данного 

класса.  
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Таблица 7.1. Характеристика спектра устойчивости штамма S. fradiae ATCC 

19609, S. lividans 66 и S. albus ATCC 21132 к антибиотикам различных 

химических классов методом дисков. 

Антибиотик Концентра 

ция, 

мкг/диск 

Зона подавления роста, мм* 

S. fradiae 

ATCC 19609 

Streptomyces 

albus ATCC 

21132 

S. lividans 

66 

Стрептомицин 10 51+1 39+1 7+1 

Тобрамицин 10 36+1 25+1 0 

Гентамицин 10 36+1 25+1 8+1 

Канамицин 30 24+1 35+1 0 

Эритромицин 15 28+1 9+1 12+1 

Олеандомицин 15 30+1 8+1 8+1 

Клиндамицин 10 36+1 9+1 32+1 

Азитромицин 15 34+1 13+1 16+1 

Линкомицин 10 28+1 0 20+1 

Окситетрациклин 30 20+1 30+1 23+1 

Хлорамфеникол 30 48+1 14+1 23+1 

Рифампицин 2 30+1 0 29+1 

Офлоксацин 5 12+1 14+1 15+1 

Амикацин 30 51+1 35+1 30+1 

Рокситромицин 5 8+1 12+1 10+1 

Неомицин 5 29+1 16+1 6+1 

Линезолид 10 38+1 29+1 12+1 

* Эксперимент выполнен в трех независимых повторностях.  

В большинстве случаев диаметры зон подавления роста S. fradiae ATCC 19609 

антибиотиками больше, чем диаметры зон подавления роста S. lividans 66 и S. 

albus ATCC 21132, что говорит о более высоком уровне чувствительности S. 

fradiae ATCC 19609 к антибиотикам. 
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7.3. Характеристика устойчивости штамма S. fradiae ATCC 19609 к 

олигомицину А и его производным 

В процессе настоящей работы, совместно с ФГБНУ «НИИНА им. 

Г.Ф.Гаузе» было синтезировано более 20 новых полусинтетических производных 

олигомицина А. Для определения влияния изменения химической структуры 

олигомицина А было проведено определение активности олигомицина А и его 

производных в тест-системе S. fradiae ATCC 19069 (Таблица 7.2). Определение 

проводили методом дисков, МИК считалась та концентрация, при которой 

диаметр зоны ингибирования роста был минимальным (7 мм). Результаты анализа 

активности производных олигомицина А позволили разделить их на три группы: 

наименее активные (10 нмоль/диск) – 8 веществ, обладающие средним уровнем 

активности (0.05–1 нмоль/диск) – 10 веществ, наиболее активные (0.01–0.05 

нмоль/диск) – 4 вещества – некоторые из них представлены в Таблице 7.2 

(остальные см. Приложение). Было выявлено что на снижение уровни активности 

влияет заместитель при С-33 атоме углерода в макроциклическом лактонном 

кольце. В результате тестирования установлено, что изомер олигомицина А по С-

33 положению обладает на порядок более низкой активностью, чем олигомицин 

А, но при этом является наиболее активным веществом из всех тестируемых 

соединений. Олигомицин-33-формиат и хлоролигомицин обладали в 50 раз 

меньшей активностью, чем олигомицин А. Активность (33S)-33-

бромоолигомицина А и (33S)-азидо-33-дезоксиолигомицин снижена в 500 раз (по 

сравнению с олигомицином А). При этом получение изомеров по C33 атому у 

соединений  (33S)-33-дезокси-33-тиоцианатоолигомицин и (33S)-азидо-33-

дезоксиолигомицин снижает активность веществ в 10 раз, относительно исходных 

(МИК (33S)-33-дезокси-33-тиоцианатоолигомицина 1 нм/мл, МИК (33S)-азидо-

33-дезоксиолигомицин - 0,5 нм/мл). Введение атома азота в макроциклическое 

кольцо у нитрон-олигомицина приводит к падению активности в 10 000 раз, 

относительно олигомицина А. Ретроальдольное расщепление олигомицина А по 
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C8-C13 связям приводило к падению активности в более чем 100 000 раз 

относительно олигомицина А.  

Таблица 7.2. Активность производных олигомицина А в отношении штамма 

дикого типа S. fradiae ATCC 19609. 

Химическое вещество Структурная формула МИК 

нмоль/диск 

Олигомицин А 

O O

O

O

H3C
OH CH3 CH3 CH3

CH3

CH3

H3C

OH

O

O

CH3

OH
CH3

OH OH

H3C

CH3

1

3

5

791113
15

17

19

21 23 25

27

3331

 

0,001 

33-дегидроолигомицин 

O O

O

O

H3C
OH CH3 CH3 CH3

CH3

CH3

H3C

OH

O

O

CH3

CH3

OH OH

H3C

CH3

1

3

5

791113
15

17

19

21 23 25

27

3331

O

 

0,005 
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(33S)-Олигомицин А (Olg 

12) 
O O

O

O

H3C
OH CH3 CH3 CH3

CH3

CH3

H3C

OH

O

O

CH3

OH
CH3

OH OH

H3C

CH3

1

3

5

791113
15

17

19

21 23 25

27

3331

 

0,01 

Олигомицин-33-формиат 

(Olg 16) 
O O

O

O

H3C OH CH3 CH3 CH3

CH3

CH3

H3C

OH

O

O

CH3

CH3

OH OH

H3C

CH3

1

3

5

79111315

17

19

21

23 25

27

29
31 33

O H

O

 

0,05 

(33S)-33-дезокси-33-

хлороолигомицин 

O O

O

O

H3C
OH CH3 CH3 CH3

CH3

CH3

H3C

OH

O

O

CH3

Cl
CH3

OH OH

H3C

CH3

1

3

5

791113
15

17

19

21 23 25

27

3331

 

0,05 
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(33S)-33-дезокси-33-

изотиоцианатоолигомицин 

O O

O

O

H3C
OH CH3 CH3 CH3

CH3

CH3

H3C

OH

O

O

CH3

NCS
CH3

OH OH

H3C

CH3

1

3

5

791113
15

17

19

21 23 25

27

3331

 

0,1 

ациклическое производное 

дегидроолигомицина 

O
O

O

O

H3C O CH3 CH3

CH3

CH3

H3C

OH

O

O

CH3

OH
CH3

OH

H3C

CH3

CH3 7

1

3

 

0,1 

33-O-мезилолигомицин, 

(Olg3) 

O O

O

O

H3C
OH CH3 CH3 CH3

CH3

CH3

H3C

OH

O

O

CH3

OSO2CH3

CH3

OH OH

H3C

CH3

791113

3331

1

3

[Lysenkova et al., 2013] 

0,1 
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(33S)-азидо-33-

дезоксиолигомицин (Olg 2) 
O O

O

O

H3C
OH CH3 CH3 CH3

CH3

CH3

H3C

OH

O

O

CH3

N3

CH3

OH OH

H3C

CH3

791113

33

1

3

31

 

[Lysenkova et al., 2013] 

0,5 

33-(R,S)-бромо-33-

дезоксиолигомицин (Olg 5) 

O O

O

O

H3C
OH CH3 CH3 CH3

CH3

CH3

H3C

OH

O

O

CH3

Br
CH3

OH OH

H3C

CH3

1

3

5

791113
15

17

19

21 23 25

27

3331

 

0,5 

 

(33S)-33-дезокси-33-

тиоцианатоолигомицин 

(Olg4) 

O O

O

O

H3C
OH CH3 CH3 CH3

CH3

CH3

H3C

OH

O

O

CH3

SCN
CH3

OH OH

H3C

CH3

1

3

5

791113
15

17

19

21 23 25

27

3331

[Lysenkova et al., 2015] 

1 
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16,17,18,19-

тетрагидроолигомицин А 

O

H3C

OH

OH CH3

OH

CH3 CH3

CH3

CH3

O
CH3

O

CH3

H3C

OH

CH3

OH

O O

O

H3C
1

3

5

791113
15

17

19

21

23 25

27

29 31 33

 

1 

(33R)-азидо-33-

дезоксиолигомицин А (Olg 

6) O O

O

O

H3C
OH CH3 CH3 CH3

CH3

CH3

H3C

OH

O

O

CH3

N3

CH3

OH OH

H3C

CH3

1

3

5

791113
15

17

19

21 23 25

27

3331

[Lysenkova et al., 2013] 

5 

17-гидроксиолигомицин-

16,33-диформиат (Olg 15) 
O O

O

O

H3C OH CH3 CH3 CH3

CH3

CH3

H3C

OH

O

O

CH3

CH3

OH OH

H3C

CH3

1

3

5

79111315

19

21

23 25

27

29
31 33

O H

O

O

O

H

HO

 

10 



76 
 

нитрон-олигомицин, (Olg1) 

O N

O

O

H3C
OH CH3 CH3 CH3

CH3

CH3

H3C

OH

O

O

CH3

OH
CH3

OH OH

H3C

CH3

1

5

791113
15

17

19

21 23 25

27

3331

O
H

[Lysenkova et al., 2009] 

10 

2,3,16,17,18,19-

Гексагидроолигомицина А 

(Olg 17) 

 

>10 

Ретроальдольное 

расщепление олигомицина 

А по C8-C13 связям  

CHO

O

O

O

H3C CH3 CH3

CH3

CH3

OH

O

O

CH3

OH
CH3

H3C

CH3

1

3

5

713
15

17

19

21 23 25

27

3331

 

100 
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Для подтверждения сверхчувствительности штамма S. fradiae ATCC 19609 

были определены МИК олигомицина А и используемых в работе производных в 

сравнении с штаммами S. albus ATCC 21132 и S. lividans 66. Штамм S. fradiae 

ATCC 19609 оказался наиболее чувствительным к олигомицину А, нитрон-

олигомицину и (33S)-33-дезокси-33-тиоцианатоолигомицина (Таблица 7.3.).  

Таблица 7.3. Биологическая активность новых производных олигомицина 

на актинобактериях рода Streptomyces. 

Вещество  МИК нмоль/диск 

S. fradiae ATCC 

19609, нм/диск 

S. albus ATCC 

21132 

S. lividans 66 

Олигомицин А 0,001 0,05 1 

(33S)-33-дезокси-33-

тиоцианатоолигомицина, 

Olg4 

1 10 >100 

нитрон-олигомицин, 

Olg1  

10 100 >100 

На основании полученных данных можно сделать вывод, что существенным 

для активности полусинтетических производных является изменение в положении 

33-го атома углерода в молекуле олигомицина А. Таким образом, полученные 

результаты выявили важную роль 33-гидроксигруппы боковой цепи олигомицина 

А в биологических свойствах антибиотиков этого ряда, что согласуется с 

данными рентгеноструктурного анализа комплекса олигомицина А с FoF1-ATФ-

синтазой [Symersky et al., 2012].  

7.4. Определение ингибирующего действия олигомицина А на активность 

FоF1-ATФ-синтазы в везикулах S. fradiae ATCC 19609. 

FоF1-АТФ-синтаза является полностью реверсивным двигателем, в котором 

направление вращения переключается в зависимости от функции, которую в 

данный момент выполняет фермент: синтез или гидролиз АТФ. В режиме 

гидролиза, протонный насос F1-домена переносит протоны против 
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электрохимического градиента через мембрану встроенной Fo- части, превращая 

АТФ в АДФ и неорганический фосфат [Guo et al., 2016]. FoF1-АТФ-синтаза 

представляет несомненный интерес для исследований, в качестве биологической 

мишени для разработки различных классов препаратов и антибиотиков [Balemans 

et al., 2012; Shah et al., 2015]. В нашей работе мы определяли ингибирующее 

действие олигомицина А на FoF1-ATФ-синтазу в инвертированных мембранных 

везикулах S. fradiae ATCC 19609 с использованием известных ингибиторов 

окислительного фосфорилирования в ранее разработанной в лаборатории 

генетики микроорганизмов ИОГен РАН тест-системе. Для определения 

ингибирующего действия олигомицина А проводилось изучение кинетики 

синтеза АТФ на модели инвертированных мембранных везикул S. fradiae. Длы 

этого проводилось сравнение кинетики реакции синтеза АТФ FoF1-АТФ-синтазой 

интактных инвертированных мембранных везикул (int imv) и предобработанных 

олигомицином А (olg A) (100мкМ) мембранных везикул. В качестве контроля 

проводили обработку известным ингибитором АТФ-синтазной активности 

дициклогексилкарбодиимидом (DCCD) в конечной концентрации 100 мкМ.  

Определение АТФ-синтазной активности проводилось с использованием 

набора ATP Bioluminescence Assay Kit HS II на основании уровня люминесценции 

АМФ в следующей реакции: 

АТФ+D-люциферин+O2→оксилюциферин+PPi+АМФ+СО2+люминесценция 

На Рисунке 7.2. представлены результаты, полученные при сравнении 

кинетики синтеза АТФ FoF1-АТФ-синтазой интактных инвертированных 

мембранных везикул и везикул предобработанных DCCD и olg A. Как видно из 

графика в начальной точке уровень люминесценции у интактных необработанных 

везикул почти в два раза выше, чем у предобработанных олигомицином А 

везикул, а уровень люминесценции у предобработанных DCCD везикул не 

детектировался. В следующих точках (10 мин, 20 мин, 30мин, 40 мин, 50 мин, 60 

мин.) уровень синтеза АТФ также был выше в необработанных везикулах, 

уровень люминесценции в везикулах предобработанных олигомицином А был в 
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среднем в два раза ниже, а обработанных cтандартным ингибитором АТФ-

синтазной активности в 4 раза меньше относительно интактных везикул.  

Единственная известная биомишень для олигомицина А – FoF1-АТФ-

синтаза. Полученные нами результаты позволили предположить низкую 

способность к ингибированию АТФ-синтазной активности олигомицином А 

относительно стандартного ингибитора DCCD, что в свою очередь косвенно 

может подтверждать наличие двух или более биомишеней олигомицина в клетке. 

Для подтверждения полученных ранее результатов нами было проведено 

сравнение степени ингибирования АТФ-синтазной активности в препаратах 

инвертированных мембранных везикул S. fradiae, предобработанных 

дициклогексилкарбодиимидом (DCCD, 100 мкM) и олигомицином А (olgA, 100 

мкM). Диаграмма, отражающая сравнение ингибирующего действия 

дициклогексилкарбодиимида и олигомицина А, представлена на Рисунке 7.3. 

 

Рисунок 7.2. Изучение кинетики синтеза АТФ FoF1-АТФ-синтазой в 

препаратах интактных инвертированных мембранных везикул S. fradiae (int imv), 

в препаратах инвертированных мембранных везикул S. fradiae, предобработанных 

дициклогексилкарбодиимидом (DCCD, 100 мкM) и олигомицином А (olgA, 100 

мкM). На вертикальной оси представлены значения RLU- relative light units, на 
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горизонтальной оси представлены интервалы времени, в которые проводились 

измерения. 

Показано, что наибольшее ингибирующее влияние 

дициклогексилкарбодиимид оказывает в течение первых 10 минут прохождения 

ферментативной реакции (105 - 74 %). Процент ингибирования, определенный на 

1 мин. прохождения ферментативной реакции (105,9), может объясняться 

содержанием примесной АТФ в препарате АДФ (≥ 95%, («Sigma», США). 

Степень ингибирования олигомицином А достигает максимума к 10 мин и 

несколько снижается после 20 мин. Максимальная степень ингибирования 

олигомицином А составляет 31,3%. 

В качестве отрицательного контроля был использован левофлоксацин 

(конечная концентрация 100 мкМ). Показано, что левофлоксацин не оказывает 

влияния на синтез АТФ FoF1-АТФ- синтазой инвертированных мембранных 

везикул S. fradiae, что позволяет использовать его в качестве отрицательного 

контроля. 

Уровень ингибирования АТФ-синтазной активности DCCD намного выше 

уровня ингибирования олигомицином А во всех временных отрезках 

эксперимента. В среднем DCCD является более чем в 2,5 раз более активным 

ингибитором, чем олигомицин А.  
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Рисунок 7.3. Cтепень ингибирования АТФ-синтазной активности FoF1-

АТФ-синтазы в препаратах инвертированных мембранных везикул S. fradiae, 

предобработанных дициклогексилкарбодиимидом (DCCD, 100 мкM) и 

олигомицином А (olgA, 100 мкM). 

Полученные данные позволяют сделать вывод о том, что олигомицин А не 

полностью ингибирует АТФ-синтазную активность в клетке (чуть более 30%), что 

в свою очередь подтверждает гипотезу о наличии в клетке нескольких 

биомишеней олигомицина А, и при этом АТФ-синтаза, возможно, не является 

основной биомишенью.  

7.5. Определение уровня чувствительности (устойчивости) к новым 

производным олигомицина А на линии культур клеток 

Изучены уровни устойчивости производных олигомицина А в отношении 

линии клеток хронической миелоидной лейкемии К-562, а также линии клеток 

карциномы кишечника человека HCT-116 (Таблица 7.4). Результаты, полученные 

в этом эксперименте, подтвердили важную роль 33-гидроксигруппы боковой цепи 

олигомицина А в его биологических свойствах. Полученные данные говорят о 
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том, что добавление мезильной группы по 33 положению повышает селективное 

действие олигомицина А в отношении опухолевых клеток. При этом у нитрон-

олигомицина и 33-Дезокси-33-(S)-азидоолигомицин А уровень цитотоксичности 

почти не изменился относительно олигомицина А.  

Таблица 7.4. Определение уровня цитотоксичности новых производных 

олигомицина А на эукариотических клетках.  

Соединение Эукариотические (раковые) клетки, 

IC50, мкМ 

НСТ116 К562 

Олигомицин А 1,0+0,2 0,2+0,01 

нитрон-олигомицин, (Olg1) 1,4+0,2 0,7+0,2 

33-Дезокси-33-(S)-азидоолигомицин 

А (Olg 2) 

1,0+0,3 0,1+0,03  

33-о-мезильное производное 

олигомицина А (Olg 3) 

6,4+0,9 5,8+2,1 

7.6. Полногеномное секвенирование генома S. fradiae ATCC 19609 

Для анализа резистома (совокупность генов, отвечающих за возникновение 

устойчивости к антибиотикам) [Wright, 2007] было проведено полногеномное 

секвенирование данного штамма. Секвенирование генома проводилось методом 

полногеномного секвенирования с использованием системы Roche 454-GS Junior 

instrument (Roche, Switzerland). В общей сложности получено 362,184 прочтений. 

Все прочтения были собраны в первоначальный геном длиной 7,670,374 

нуклеотидов с 21-кратном покрытием с использованием GS de novo assembler 

version 3.0 (Roche). Результатами полногеномного секвенирования стало 

получение 171 контигов (155 контигов >500 п.н., самый длинный контиг – 

362,888, GC состав 72,83%). Автоматическая аннотация генома проводилась с 

использованием NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAAP, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok). Генном S. fradiae nitR+bld 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok
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содержал 6,363 предсказанных генов, 3 рРНК и 63 тРНК. Всего было обнаружено 

6,179 кодирующих последовательностей, 113 псевдогенов, 5 некодирующих РНК, 

11 CRISPs и 79 генов с мутацией в рамке считывания. Также дополнительно были 

обнаружены 7 элементов (IS), и только один регион фаговой активности (PHAST) 

[Zhou et al., 2011]. Геном был депонирован (JNAD00000000) [Bekker et al., 2014].  

Анализ генома выявил гены, которые могут быть вовлечены в процесс 

возникновения устойчивости: 9 генов множественной лекарственной 

устойчивости (multidrug ABC transporter ATP-binding proteins), 4 

транскрипционных регулятора семейства WhiB, 10 генов системы токсин 

антитоксин, 28 - серин-треониновых протеинкиназ, 8 

аминогликозидфосфотрансфераз, 2 отрицин N-ацетилтрансферазы, 2 β-лактамазы, 

2 глиоксалазы, гены устойчивости к блеомицину, пуромицин N-Т 

ацетилтрансферазы, стрептомицин 6-фосфотрансферазы, гены устойчивости к 

хлорамфениколу, тетраценомицину С и гены отвечающие за его выброс из 

клетки, гены транспорта бацитрацина (ATP-binding protein BcrA), и гены 

транспорта макролидных антибиотиков (ATP-binding/permease protein MacB-2). 

Фермент FoF1-АТФ-синтаза S. fradiae ATCC 19609 состоит из 9 субъединиц. 

Возможно, эти гены ответственны за механизмы возникновения устойчивости и 

сверхчувствительности у бактерий.  

 

7.7. Аннотация генов устойчивости к антибиотикам в геноме S. fradiae ATCC 

19609 и выявление их ортологов в геноме S. lividans TK24 и S. albus J1074 

Биоинформатический анализ секвенированного генома S. fradiae ATCC 

19609 выявил четыре группы генов, определяющих устойчивость к антибиотикам 

у стрептомицетов: гены инактивации антибиотиков путем модификации их 

структур (фосфотрансферазы, ацетилтрансферазы, бета-лактамазы); гены 

транспортных белков, осуществляющих выброс антибиотиков из клетки; гены 

транскрипционных факторов, регулирующих транскрипцию генов природной 
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устойчивости (семейства WhiB, PadR и др.) и гены систем токсин/антитоксин, 

функционирование которых в стрессовых условиях переводит клетки в 

персистирующее состояние, что приводит к их толерантности к антибиотикам.  

На данном этапе исследований для выявления возможной природы 

сверхчувствительности S. fradiae ATCC 19609 к антибиотикам было проведено 

сравнение генов MDR-транспортеров и семейства транскрипционных регуляторов 

WhiB, принимающих участие в осуществлении природной устойчивости у S. 

fradiae ATCC 19609, S. albus J1074 и модельного объекта S. lividans TK24. 

В Таблице 7.5 отражены данные сравнения аминокислотных 

последовательностей трех групп генов: генов транспорта различных классов 

антибиотиков и генов семейства транскрипционных регуляторов WhiB S. fradiae 

АТСС 19609, S. lividans ТК24 и S. albus J1074. Было выявлено, что в геноме 

штамма S. fradiae ATCC 19609 отсутствуют ген устойчивости к тетрациклину 

TetM, ген устойчивости к бицикломицину и ген металло-β-лактамазы. Процент 

идентичности таких генов как cmlR (устойчивость к хлорамфениколу), macB 

(устойчивость к макролидным антибиотикам) и drrA, drrb (устойчивость к 

даунорубицину) штамма S. fradiae ATCC 19609 и S. lividans TK24 не превышал 

56%. В геноме S. fradiae с помощью биоинформатического анализа были 

обнаружены гены четырех MDR АВС транспортеров, имеющих АТФазную и 

пермеазную компоненты; восемь генов, разбросанных по геному АТФазных 

составляющих MDR АВС транспортеров, включая два гена даунорубицин 

устойчивого белка (DrrC, BrcA) и ген устойчивости к макролидным антибиотикам 

MacB2; пять генов непарных субъединиц пермеаз MDR АВС транспортеров; ген 

MDR-транспортера семейства MatE, обеспечивающего устойчивость бактерий к 

моксифлоксацину, ципрофлоксацину, левофлоксацину [Tocci et al., 2013]; 

транспортера семейства MFS, способствующего устойчивости к бромистому 

этидию и гигромицину В [Dumina et al., 2013]; а также ген пуромицин-

устойчивого белка семейства EmrB/QacA и ген двусубъединичного MDR-АВС 

транспортера, гомологичного гену белка Рgp человека по всей длине гена c 54% 
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подобия. Гомология аминокислотных последовательностей белков MDR1 S. 

lividans, S. fradiae и S. albus составляет 75 и 81% соответственно. Идентичность 

белков (MDR)АВС-транспортеров варьирует от 26 до 82% у S. fradiae и до 94% у 

S. albus [Vatlin et al., 2016]. Также в геноме S. fradiae были обнаружены 

транскрипционные регуляторы, которые могут быть вовлечены в процесс 

формирования устойчивости у бактерий – whiB, padR, marR, lfrR, tetR.  

Таблица 7.5. Сравнительный анализ наличия и процента идентичности 

(выравнивание аминокислотных последовательностей) некоторых генов 

природной устойчивости к антибиотикам S. lividans TK24, S. fradiae ATCC 19609 

и S. albus J1074 

S. lividans TK24 

 

S. fradiae ATCC 

19609 

S. albus J1074 

Название и номер в 

базе данных Genbank, 

ссылка на статью 

Наличие и идентичность (%) 

аминокислотной последовательности 

Гены устойчивости к антибиотикам различных хим. классов 

металло-β-лактамаза 

(AIJ16205.1) 

отсутствует 30% 

Ген устойчивости к 

хлорамфениколу cmlR 

(AIJ11231.1) [Dittrich et 

al., 1991] 

42% 51% 

Ген устойчивости к 

макролидным 

антибиотикам MacB 

(AIJ17651.1) 

[Tikhonova et al., 2007] 

56% 63% 
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Ген устойчивости к 

тетрациклину TetM 

(AIJ17686.1) 

отсутствует  47% 

Ген устойчивости к 

даунорубицину DrrA 

(AIJ14779.1) 

53% 81% 

Ген устойчивости к 

даунорубицину DrrB 

(AIJ14778.1) 

32% 77% 

Ген устойчивости к 

даунорубицину DrrC 

(AIJ12183.1) 

84% 84% 

Ген устойчивости к 

блеомицину 

(WP_003974753.1) 

90% 33% 

Ген устойчивости к 

бицикломицину 

(WP_003971599.1) 

отсутствует 27% 

Транспорт различных классов антибиотиков 

MFS – транспортер 

(AIJ13179.1) 

36% 53% 

MFS – транспортер 

(AIJ11465.1) 

отсутствует 55% 

MFS – транспортер 

(AIJ18016.1)  

26% 26% 

MFS – транспортер 

(AIJ15268.1) 

74% 76% 

MDR ABC-транспортер 

(AIJ11864.1) 

52% 80% 
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MDR-транспортер 

семейства MatE 

(AIJ14696.1) 

82% 82% 

ABC-транспортер 

(AIJ11864.1) 

52% 80% 

MDR ABC-транспортер 

(AIJ15693.1) 

75% 81% 

Транскрипционные регуляторы 

whiB (AIJ13619.1) 82% 81% 

whiB (AIJ15023.1) 88 % 87% 

padR 

(WP_003973705.1) 

58% 70% 

marR (AIJ17977.1) 70% 36% 

tetR (WP_003978637.1) отсутствует 24% 

lfrR (AIJ16876.1) 40% 65% 

АТФ-зависимые ABC транспортеры (MDR) – трансмембранные белки, 

которые используют энергию АТФ для осуществления транслокации различных 

субстратов через мембраны из клеток. Эти клеточные насосы переносят широкий 

спектр субстратов, в том числе и антибиотики. ABC транспортеры участвуют в 

развитии резистентности ко многим лекарственным препаратам. Pgp (MDR1) 

является членом семейства АТФ-связывающих кассетных (ABC) транспортеров и 

играет физиологическую роль в здоровых клетках: выполняет барьерную 

функцию тканей и участвует в транспорте фосфолипидов в печени. Нарушение 

работы отдельных транспортеров или транскрипционных регуляторов может 

обусловливать возникновение сверхчувствительности штамма S. fradiae ATCC 

19609.  
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7.8. Получение мутантов штамма S. fradiae ATCC 19609, устойчивых к 

производным олигомицина А 

Антибиотики класса олигомицинов являются цитотоксическими 

макролидами, содержащими 26-членный α, β-ненасыщенный лактон, 

конденсированный с бициклической спирокетальной кольцевой системой. 

Олигомицин А является высокоспецифичным ингибитором окислительного 

фосфорилирования в митохондриях эукариот, что приводит к остановке процесса 

синтеза АТФ [Symersky et al., 2012]. S. fradiae ATCC 19609 является 

сверхчувствительным к олигомицину А (<0,001 нмоль/мл или 0,0005 нмоль/диск) 

[Alekseeva et al., 2009] и его производным. 

Попытки получить мутантную бактерию S. fradiae ATCC 19609, 

устойчивую к олигомицину А проводились в этой работе и были безуспешны. 

Поэтому было высказано предположение о наличии нескольких биомишеней 

действия олигомицина А у S. fradiae ATCC 19609. Было высказано 

предположение, что полученные новосинтезированные производные 

олигомицина А будут действовать на одну биомишень, отличную от АТФ-

синтазы. Располагая серией полусинтетических производных олигомицина А, 

характеризующихся различной эффективностью на S. fradiae ATCC 19609, в 

настоящей работе мы получили мутанты, устойчивые к некоторым из них: 

1. Нитрон-олигомицин (Olg1) 

2. (33S)-33-дезокси-33-тиоцианатоолигомицин (Olg 4)  

В результате селекции был получен мутант, устойчивый к производному 

нитрон-олигомицину – OlgR1, 8 мутантов, устойчивых к производному 

олигомицина А - (33S)-33-дезокси-33-тиоцианатоолигомицину – Olg4R. Частота 

получения мутантов указана в Таблице 7.6.  
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Таблица 7.6. Частота получения мутантов устойчивости штамма S. fradiae ATCC 

19609 к производным олигомицина А.  

Производное 

олигомицина А 

Частота 

возникновения 

мутантов 

Доза антибиотика, 

при которой 

отобрали мутант, 

нм/мл 

МИК 

исходного 

штамма, 

нм/диск 

Нитрон-олигомицин 

(Olg1) 

1:2*109 150 10 

(33S)-33-дезокси-33-

тиоцианатоолигомицин 

А (Olg 4) 

1: 6*108 70 1 

 

     Для выявления единичных нуклеотидных замен (SNP) на гены, которые могут 

быть вовлечены в транспорт антибиотика из клетки, найденные в процессе 

биоинформатического анализа были подобраны праймеры (см. Материалы и 

методы) и проведена амплификация генов из геномов мутантных штаммов S. 

fradiae, после чего проведено их секвенирование по Сенгеру. Это было 

необходимо для исключения наличия мутаций в генах ответственных за выброс 

антибиотика из клетки и исключения из дальнейшего анализа части мутантных 

штаммов. В результате анализа полученных последовательностей генов SNP в 

исследованных генах обнаружены не были. На основании этих данных мы смогли 

установить что устойчивость возникает из-за неизвестного ранее механизма, а не 

из-за известных механизмов, таких как выброс антибиотика из клетки или 

действие веществ на известные биомишени.  
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7.8.1. Получение и характеристика tcnR+ мутанта устойчивого к (33S)-33-

дезокси-33-тиоцианатоолигомицину у S fradiae ATCC 19609 

Отбор спонтанных tcnR+ мутантов S. fradiae осуществляли как описано в 

разделе материалы и методы путем высева на агаризованную среду содержащую 

антибиотик. Частота возникновения мутантов составляла 1: 6*108. При 

проведении фенотипического анализа было выявлено, что фенотип –

спорулирующий, скорость роста нормальная. Всего было получено 8 мутантных 

штаммов. При проведении характеристики мутантного штамма S. fradiae tcnR+ по 

спектру устойчивости к антибиотику олигомицину А и его производным методом 

дисков было выявлено изменение устойчивости мутантного штамма к 

олигомицину А и его производным (Таблица 7.7).  

Таблица 7.7. Сравнение уровня устойчивости штаммов S. fradiae ATCC 19609 и 

S. fradiae ATCC 19609- tcnR+ к производным олигомицина А, (использован метод 

дисков). 

Антибиотик 

Концентрация,  

нм/диск 

Зона ингибирования, мм 

S. fradiae 

ATCC 19609, 

мм. 

S. fradiae 

ATCC 19609- 

tcnR+, мм 

Олигомицин А 0,01 12.0±1.0* 9.0±1.0* 

(33S)-33-Дезокси-33-

тиоцианатоолигомицин (Olg4) 

50 14.0±1.0 0 

Нитрон-олигомицин (Olg1) 120 14.0±1.0 10.0±1.0 

33-Дезокси-33-(S)-

азидоолигомицин А (Olg2) 

10 16.0±0.5 10.0±1.0 

33-O-Мезил олигомицин (Olg3) 10 16.0±1.0 9.0±1.0 

*Среднее значение ± стандартное отклонение, эксперимент проведен в 3 

независимых повторах. 
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7.8.2. Получение и характеристика nitR+ мутанта, устойчивого к нитрон- 

олигомицину А, S. fradiae ATCC 19609 

Отбор спонтанных nitR мутантов S. fradiae осуществляли как описано в 

разделе материалы и методы путем высева на агаризованную среду содержащую 

антибиотик. Частота возникновения мутантов составляла 1:2* 109.  

В процессе фенотипического анализа штамма S. fradiae-nitR+bld выявлено, 

что полученный штамм S. fradiae-nitR+bld образовывает редкий воздушный 

мицелий и обладает сниженной способностью к споруляции (bald phenotype) и 

сниженной скоростью роста относительно штамма дикого типа, что позволяет 

предположить изменение экспрессии генов, участвующих в дифференциации 

Streptomyces, в том числе транскрипционных регуляторов семейства bld или whi, 

которые являются основными факторами транскрипции, необходимыми для 

формирования воздушного мицелия и нормального процесса споруляции у 

актинобактерий [Chater et al., 1989; Elliot et al., 2001; Yu et al., 1995]. 

В процессе исследования устойчивости полученного мутанта к олигомицину А и 

некоторым его производным установлено, что чувствительность S. fradiae- 

nitR+bld к олигомицину А не изменилась, но он приобрел более высокий уровень 

устойчивости к производным олигомицина А (Таблица 7.8). 

Таблица 7.8. Спектр устойчивости мутанта S. fradiae-nitR+bld к 

олигомицину А и его производным, полученный методом дисков.  

Антибиотик Концентрация, 

нм/мл 

Зона ингибирования, мм 

S. fradiae 

ATCC 19609 

S. fradiae-nitR+bld 

Олигомицин А 0,01 12.0±1.0* 12.0±1.0* 

Нитрон-олигомицин 

(Olg1)  

120 13.0±1.0 0 
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33-Дезокси-33-(S)-

азидоолигомицин А 

(Olg 2) 

10 16.0±1.0 13.0±1.0 

33-О-мезилолигомицин 

(Olg3) 

10 17.0±1.0 12.0±1.0 

*Среднее значение ± стандартное отклонение, эксперимент проведен в 3 

независимых повторах. 

7.9. Полногеномное секвенирование мутанта, устойчивого к (33S)-33-дезокси-

33-тиоцианатоолигомицину S. fradiae tcnR+ 

     Для поиска изменений в геноме штамма S. fradiae tcnR+, которые привели к 

возникновению устойчивости, проведено полногеномное секвенирование на 

платформе системы Roche 454-GS Junior instrument (Roche, Switzerland).  

     Всего было сгенерировано 273,750 прочтений, которые собраны в 

последовательность длиной 7,621,490 нуклеотидов с 17-кратным покрытием с 

использованием программы GS de novo assembler version 3.0 (Roche). Результаты: 

нуклеотидные последовательности собраны в 464 контигов (401 контигов >500 

п.н., самый длинный контиг – 164,913, GC состав 72,8%). Автоматическая 

аннотация генома проводилась с использованием NCBI Prokaryotic Genome 

Annotation Pipeline (PGAAP, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok). 

Геном мутантного штамма S. fradiae, устойчивого к (33S)-33-дезокси-33-

тиоцианатоолигомицину содержал 6,482 предсказанных генов, 3 рРНК и 63 тРНК. 

Обнаружено 5,865 кодирующих последовательностей, 548 псевдогенов, 3 

некодирующих РНК и 4 CRISPs. Геном был депонирован NCBI (MCNU00000000). 

Для выявления ряда SNP, мутация в которых могла бы приводить к 

возникновению устойчивости мутантного штамма к (33S)-33-дезокси-33-

тиоцианатоолигомицину, был проведен биоинформатический анализ, 

включающий в себя выравнивание генома мутантного штамма на геном штамма 

дикого типа с помощью программы GS reference mapper (Roche). 
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     В процессе биоинформатического анализа геномов штаммов дикого типа и 

устойчивого к (33S)-33-дезокси-33-тиоцианатоолигомицину, была выявлена 

единичная нуклеотидная замена С(1797)Т в гене хеликазы (KDS85476.1) NCBI, 

которая привела к замене аминокислоты A(600)T в консервативном регионе P-

loop NTPase.  

7.10. Изучение функции гена хеликазы у мутантного штамма S. fradiae tcnR+ 

Было проведено полногеномное секвенирование геномов двух мутантных 

штаммов, устойчивых к (33S)-33-дезокси-33-тиоцианатоолигомицину. 

Обнаружены единичные нуклеотидные замены в различных участках генома. В 

первую очередь отобраны несинонимичные нуклеотидные замены, затем 

отобраны те мутации, которые находились в кодирующих участках генома. 

Идентичная мутация в гене хеликазы была найдена в геномах обоих мутантных 

штаммов. Наличие этой единичной нуклеотидной замены в геномах остальных 

шести мутантных штаммах было подтверждено с помощью секвенирования по 

Сенгеру. Таким образом в штамме S. fradiae tcnR+ выявлена единичная 

нуклеотидная замена С(1797)Т в гене хеликазы (KDS85476.1) NCBI, которая 

привела к замене аминокислоты A(600)T в регионе P-loop NTPase (Рисунок 7.4.) 

(см Приложение). Данная мутация, возможно, привела к возникновению 

устойчивости к (33S)-33-дезокси-33-тиоцианатоолигомицину. 

 

Рисунок 7.4. Мутация в гене хеликазы IV  (KDS85476.1) штамма S. fradiae tcnR+ 

привела к замене A(600)T в консервативном регионе P-loop NTPase. 
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7.10.1. Биоинформатический анализ гена хеликазы штамма S. fradiae ATCC 

19609 

Данная хеликаза по существующей классификации относится к IV классу ДНК-

хеликаз, функции которых заключаются в участии в репликации, рекомбинации и 

репарации ДНК различных бактерий [Chène, 2008; Gwynn et al., 2013; Hwang et al., 

2012]. Аминокислотные последовательности хеликаз IV гомологичны у 

актинобактерий по всей длине гена с % подобия от 43 до 94 (Таблица 7.9.). 

Область, в которой произошла мутация, высоко консервативна у всех членов рода 

Streptomyces.  

Таблица 7.9. Результаты выравнивания аминокислотных последовательностей 

хеликазы S. fradiae ATCC 19609 (KDS85476.1) и гомологичных белков семейства 

стрептомицетов, а также хеликаз других видов бактерий, представленных в базе 

данных NCBI.  

Название м/о Номер 

аминокислотной 

последовательности 

в базе данных и 

название белка 

Гомология хеликаз, а/а 

Идентич-

ность,% 

Подобие, 

% 

Длина 

гомологичн

ой области, 

аа 

Streptomyces 

albus 

ref|WP_030549241.1 

DNA helicase IV  

94 94 1-814 

Streptomyces 

rimosus 

WP_032918872.1 

DNA helicase IV  

79 86 1-789 

Streptomyces 

griseus 

ref|WP_030701601.1| 

DNA helicase IV  

78 84 1-793 

Streptomyces 

avermitilis 

ref|WP_010986530.1| 

DNA helicase IV  

75 82 22-836 

Streptomyces ref|WP_011028678.1| 76 82 18-807 
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coelicolor DNA helicase IV  

Frankia sp. CN3 WP_035924291.1 

DNA helicase IV  

34 44 1-781 

Frankia sp. 

BCU110501 

ATPase AAA 

DNA helicase IV  

30 43 19-791 

Frankia sp. EI5c gb|OAA26065.1| 

DNA/RNA helicase, 

superfamily I 

34 44 3-652 

Mycobacterium 

tuberculosis 

emb|CNF55254.1| 

DNA/RNA helicase 

superfamily I  

39 50 15-829 

Mycobacterium 

smegmatis 

ref|WP_011728199.1| 

DNA helicase IV  

33 44 15-795 

Bacillus sp. 

FJAT-28004 

ref|WP_054028869.1|  

DNA helicase IV 

(UvrD) 

26 40 127-789 

Streptococcus 

pneumonia 

emb|CVN93872.1| 

helicase IV   

34 44 10-804 

 

Область, в которой произошла мутация, высоко консервативна у всех членов рода 

Streptomyces (Рисунок 7.5.).  
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Рисунок 7.5. Выравнивание аминокислотных последовательностей хеликазы 

исследуемого S. fradiae tcnR+ (KDS85476.1), и хеликаз других видов бактерий, 

аннотированных в базе данных NCBI и имеющих наибольшую гомологию 

исследуемого региона P-loop_NTPase. Аминокислотная замена, которая привела к 

возникновению устойчивости к (33S)-33-дезокси-33-тиоцианатоолигомицину у 

мутантного штамма A(600)T выделена красным. Выполнено в программе T-

COFFEE, Version_11.00.d625267. 

При этом у большинства стрептомицетов в этой точке аминокислотной 

последовательности хеликазы находится остаток треонина, в отличие от штамма 

дикого типа S. fradiae ATCC 19609, где присутствует остаток аланина. Метильная 

группа аланина является нереактивной и таким образом, почти никогда 

непосредственно не участвует в функции белка [Prabha et al., 2010]. Известно, что 

мутации в ДНК-хеликазе IV приводит к снижению ее активности, ингибируя 

активность ДНК-специфичных экзонуклеаз, участвующих в гомологической 

рекомбинации и репарации ДНК [Lovett et al., 1995]. Мы предполагаем, что 

аминокислотная замена (A(600)T) нефункционального аланина на 

функциональный треонин привела к восстановлению функции хеликазы и 

возникновению устойчивости мутантного штамма к (33S)-33-дезокси-33-

тиоцианатоолигомицину.  
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7.11. Полногеномное секвенирование мутанта, устойчивого к нитрон-

олигомицину S. fradiae-nitR+bld 

     Секвенирование генома проводилось с использованием метода 

полногеномного секвенирования на платформе системы Roche 454-GS Junior 

instrument (Roche, Switzerland). В общей сложности было получено 344,794 

прочтений. Все прочтения были собраны в первоначальный геном длиной 

7,667,096 нуклеотидов с 21-кратном покрытием с использованием GS de novo 

assembler version 3.0 (Roche).  

     Результатами полногеномного секвенирования стало получение 208 контигов 

(198 контигов >500 п.н., самый длинный контиг – 316,524, GC состав 72,8%). 

Автоматическая аннотация генома проводилась с использованием NCBI 

Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAAP, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok). Геном S. fradiae-nitR+bld 

содержал 6,474 предсказанных генов, 4 рРНК и 65 тРНК. Всего было обнаружено 

5,781 кодирующих последовательностей, 617 псевдогенов, 7 некодирующих РНК, 

4 CRISPs и 77 генов с мутацией в рамке считывания. Также дополнительно были 

обнаружены 10 мобильных генетических элементов (IS), и только один регион 

фаговой активности (PHAST) [Zhou et al., 2011]. Геном был депонирован 

(LGSP01000001) [Vatlin et al., 2015]. Поиск SNP был проведен с помощью 

биоинформатического анализа, включающего в себя выравнивание генома 

мутантного штамма на геном штамма дикого типа с помощью программы GS 

reference mapper (Roche).  

     Для идентификации мутации приведшей к nitR+bld фенотипу осуществлено 

полногеномное секвенирование ДНК S. fradiae-nitR+bld с целью поиска 

нуклеотидных замен в геноме (SNP), приведших к устойчивости. 

     При проведении сравнительного биоинформатического анализа для поиска 

единичных нуклеотидных замен геномов мутантного штамма и штамма дикого 

типа S. fradiae АТСС 19609 были обнаружены единичные нуклеотидные замены в 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok
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различных участках генома. В первую очередь отобраны несинонимичные 

нуклеотидные замены, затем отобраны те мутации, которые находились в 

кодирующих участках генома. Идентифицирована мутация в 

многофункциональном гене padR, который у различных бактерий может быть 

вовлечен в контроль экспрессии генов, связанных с детоксикацией, 

вирулентностью и множественной лекарственной устойчивостью у бактерий 

[Fibriansah et al., 2012; Florez et al., 2015; Heravi et al., 2015].  

     Данная мутация была дополнительно подтверждена секвенированием по 

Сенгеру. В результате была подтверждена SNP, приводящая к замене 

аминокислоты H(24)R в ДНК-связывающем консервативном районе, входящем в 

суперсемейство HTH в белке полифункционального транскрипционного 

регулятора двойного действия PadR (KDS89815.1). 

7.12. Характеристика мутантного штамма S. fradiae-nitR+bld. Протеомный и 

транскрипционный анализ 

     В настоящей работе получен мутантный штамм S. fradiae-nitR+bld, устойчивый 

к нитрон-олигомицину, проведена его фенотипическая, генотипическая 

характеристика, транскрипционный анализ генов, отвечающих за nitR+ и bald 

фенотип («голый» почти не образующий воздушного мицелия, 

слабоспорулирующий). Cравнительный геномный анализ ДНК мутантного 

штамма S. fradiae-nitR+bld и ДНК штамма дикого типа S. fradiae ATCC 19609 

позволил выявить мутацию A(71)G в гене padR (KDS89815.1) – 

полифункциональном транскрипционном регуляторе двойного действия.  

     Мутация привела к аминокислотной замене H(24)R в ДНК-связывающем 

консервативном районе, входящем в суперсемейство HTH, характерном для всех 

бактерий семейства Streptomyces (Helix-turn-helix domains, interval 19-81 a.a.) (см 

Приложение). (Рисунок 7.6.).  
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Рисунок 7.6. Мутация в гене padR у штамма S. fradiae-nitR+bld привела к замене 

H(24)R в ДНК-связывающем консервативном районе, входящем в суперсемейство 

HTH. 

     По литературным данным [Fibriansah et al., 2012; Florez et al., 2015; Heravi et al., 

2015; Huillet et al., 2006; Kaval et al., 2015; Thi et al., 2011] белки семейства PadR 

образуют большую и распространенную группу бактериальных 

транскрипционных факторов, контролирующих экспрессию генов, участвующих 

в процессе детоксификации, вирулентности и множественной лекарственной 

устойчивости бактерий. Данное семейство названо в честь репрессора 

декарбоксилирования фенольных кислот (phenolic acid decarboxylation repressor), 

который может быть вовлечен в негативную регуляцию множества генов в 

грамположительных бактериях [Fibriansah et al., 2012]. Кроме того было показано, 

что некоторые белки семейства PadR могут вызывать как негативную так и 

позитивную регуляцию других генов [Florez et al., 2015]. 

7.12.1. Распространение и функции гена padR у Грам+ бактерий 

 При проведении дальнейшего анализа полученной SNP и генетической 

характеристики гена padR было установлено, что гены данного семейства 

присутствуют у большинства бактерий [Fibriansah et al., 2012; Florez et al., 2015; 

Heravi et al., 2015; Huillet et al., 2006; Kaval et al., 2015; Thi et al., 2011] (Таблица 

7.10). У представителей семейства Streptomyces ген padR, в котором был найден 

SNP, имеет высокую степень гомологии по всей длине, при этом идентичность 

ДНК- связывающего домена составляет около 98%.  
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Таблица 7.10. Сравнительный биоинформатический анализ последовательностей 

белка семейства PadR S. fradiae ATCC 19609 и некоторых представителей рода 

Streptomyces.  

Название 

микроорганизма 

Номер белка  

 

Процент 

идентичности 

всей длины 

белка 

Процент 

идентичности 

ДНК-

связывающего 

домена 

S. albus  WP_030545089.1 80% 99% 

S. pathocidini   WP_05547425.1 62% 96% 

S. rapamycinicus  NRRL5491. 

AGP55061.1 

60% 98% 

S.himastatinicus  EFL23306.1 62% 98% 

S.bingchenggensis  ADI07041.1 64% 98% 

S. avermitilis  BAC70688.1 61% 98% 

S. rimosus  WP_033033521.1 59% 98% 

 

 При поиске генов, гипотетически регулируемых PadR в геноме S.fradiae ATCC 

19609, нами был обнаружен предполагаемый сайт-связывания белка PadR. Эта 

область гомологична области сайта связывания белка-регулятора VanR 

Corynebacterium glutamicum, который относится к семейству PadR-like family 

transcriptional regulator. Сайт связывания VanR C. glutamicum состоит из 

инвертированных повторов (AACTAACTAA(N4)TTAGGTATTT) [Heravi et al., 

2015].  Предполагаемый сайт связывания белка PadR S.fradiae находится на 

расстоянии в 13 п.н. от стартового кодона гена marR-family transcriptional regulator 

(KNE81702.1) и имеет гомологию 70% ранее известному сайту связывания белка 

VanR (Рисунок 7.7.). 

 

Рисунок 7.7.  Предполагаемый сайт связывания PadR S. fradiae. 
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 Белок MarR (multiple antibiotic resistance regulator) вовлечен во множество 

процессов у Streptomycetes и является глобальным регулятором. Его гомологи 

широко распространены в бактериях и способны контролировать широкий спектр 

процессов, в том числе резистентность к антибиотикам (контроль мембранных 

транспортеров, отвечающих за выброс антибиотика из клетки), стрессовый ответ, 

вирулентность, катаболизм ароматических соединений, а также морфогенез, в том 

числе споруляцию и развитие воздушного мицелия. Они, как правило, действуют 

как репрессоры транскрипции, хотя иногда могут выступать в качестве 

активаторов или иметь двойной механизм - репрессии и активации [Healy et al., 

2016; Roy et al., 2016; Zhang et al., 2015] .  

7.12.2. Сравнительный протеомный анализ мутантног штамма S. fradiae-

nitR+bld и исходного штамма S. fradiae ATCC 19609 

Для выявления качественных и количественных различий белков, 

контролируемых напрямую или опосредованно транскрипционным фактором 

PadR, был проведен двумерный электрофорез в ПААГ белковых фракций везикул 

штамма дикого типа и штамма S. fradiae-nitR+bld. 

При проведении масс-спектрометрического анализа белковых фракций 

везикул было выявлено количественное изменение некоторых белков штамма S. 

fradiae-nitR+bld относительно белков штамма дикого типа в первой половине log 

фазы (Рисунок 7.8.). У штамма S. fradiae-nitR+bld наблюдалось количественное 

увеличение белков двух ABC транспортеров, щелочной alkaline phosphatase, leucyl 

aminopeptidase и отсутствовала белковая фракция alanine dehydrogenase – 

фермента, вовлеченного в процесс спорообразования у стрептомицетов (Рисунок 

7.8., Таблица 7.11) [Salerno et al., 2013]. Эти данные указывают, что устойчивость 

S. fradiae-nitR+bld обусловлена работой транспортеров (WP_043466588.1, 

WP_043465859.1).  
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Рисунок 7.8. Электрофореграмма белкового спектра мутанта S. fradiae-nitR+bld и 

штамма S. fradiae ATCC 19609. Выявлено качественное изменение следующих 

белков: у штамма S. fradiae-nitR+bld обнаружено появление белков - alkaline 

phosphatase, leucyl aminopeptidase (1), phosphate ABC transporter substrate-binding 

protein PstS (2), peptide ABC transporter substrate-binding protein (3) и исчезновение 

белка alanine dehydrogenase (4) (Таблица 7.9) 

Таблица 7.11. Спектр количественных изменений белков и их характеристика у 

мутанта S. fradiae-nitR+bld и S. fradiae ATCC 19609. 

 

Номер белка в 

GenBank, 

обозначение гена  

Молек

улярн

ая 

масса 

(kDa) 

Аннотация белка  Предполагаемая 

функция 

Присутствие в 

штамме S. 

fradiae 

ATCC 

19609 
nitR+bld 

WP_043466588.1P

stS 

39,319 
phosphate ABC 

transporter 

substrate-binding 

protein  

Выброс 

антибиотиков из 

клетки   

 

- + 
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WP_043465859.1 

OppA 

59,683 
peptide ABC 

transporter 

substrate-binding 

protein 

Выброс 

антибиотиков из 

клетки   

 

- + 

WP_043468956.1a

lkaline phosphatase 

D 

57,761 Alkaline 

phosphatase 
Транспорт 

неорганических 

ионов и 

метаболизм 

- + 

WP_043470568.1a

minopeptidase A 

51,676 Leucyl 

aminopeptidase 
Делеция у S. 

coelicolor привела 

к повышенной 

споруляции – 

повышенная 

экспрессия может 

приводить к bald 

фенотипу. [Song et 

al., 2013] 

- + 

WP_043468956.1 

Ald 

39,366 Alanine 

dehydrogenase 
Вовлечен в 

процесс 

спорообразования 

+ - 

7.12.3 Изучение уровня экспрессии генов, ответственных за nitR и bald 

фенотип, у мутантного штамма S. fradiae-nitR+bld и исходного штамма S. 

fradiae ATCC 19609 методом ПЦР в реальном времени 

Белки alkaline phosphatase и alanine dehydrogenase на электрофореграмме 

находятся в одной белковой фракции соответственно. Возникает вопрос: какой 

именно из двух генов мутантного штамма обладает повышенным уровнем 

экспрессии? Было проведено исследование экспрессии этих генов методом ПЦР в 

реальном времени. Для определения количественного изменения уровня 

транскрипции 2 генов ABC транспортеров (WP_043466588.1, WP_043465859.1), 

было проведено измерения их уровня транскрипции методом ПЦР в реальном 

времени. Сравнение уровней транскрипции этих генов мутантного штамма и 

штамма дикого типа проводилось в первой половине log фазы. Получены данные, 
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свидетельствующие об изменении уровня транскрипции найденных генов. Мы 

обнаружили 6- кратное и 3-кратное увеличение экспрессии генов ABC-

transporters, а также почти 3-кратное увеличение экспрессии генов alkaline 

phosphatase и leucyl aminopeptidase мутантного штамма. Ген alanine dehydrogenase 

штамма S. fradiae-nitR+bld имел кратное уменьшение экспрессии в log фазе 

относительно штамма дикого типа, что соответствует результатам масс-

спектрометрического анализа (Рисунок 7.9.).  

Это подтверждает предположение, что ген padR, в котором мы обнаружили 

SNP в геноме мутантного штамма, может быть вовлечен в контроль транспорта 

антибиотика нитрон-олигомицина из клетки, а также в контроль других генов, 

отвечающих за морфологию, развитие воздушного мицелия и спорообразования.  

 

Рисунок 7.9. Относительная экспрессия генов S. fradiae-nitR+bld по сравнению со 

штаммом S. fradiae ATCC 19609 была рассчитана с использованием 

сравнительного метода Ct (2- ΔΔCt), принимая экспрессию генов в S. fradiae ATCC 

19609 в качестве контроля (экспрессия штамма дикого типа принята за единицу), 

в первой половине log-фазы. Экспрессия целевых генов была нормирована на 

гены домашнего хозяйства.  
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Как было сказано выше, при определении фенотипа штамма S. fradiae-

nitR+bld нами было выявлено слабое спорулирование и рост, замедленный по 

сравнению с показателями штамма дикого типа. По литературным данным ген 

whiB является основным звеном процесса дифференциации и возникновения 

устойчивости к антибиотикам у стрептомицетов [Bush et al., 2016]. При 

проведении сравнения экспрессии генов whiB мутантного штамма и штамма 

дикого типа – выявлен сниженный в 2,5 раза уровень экспрессии гена штамма S. 

fradiae-nitR+bld (Рисунок 7.10.). На основании этих данных можно также 

предположить наличие связи между регулятором PadR и геном whiB.  

 

Рисунок 7.10. Изменение экспрессии гена whiB штамма S. fradiae-nitR+bld 

относительно штамма S. fradiae ATCC 19609. Уровень экспрессии гена whiB 

измерялся в начале log-фазы. 

7.12.4. Изучение уровня экспрессии гена marR S. fradiae-nitR+bld и S. fradiae 

ATCC 19609 при индукции нитрон-олигомицином 

Для проверки предположения о регуляции белком PadR гена marR нами 

была проведена индукция микроорганизмов штамма S. fradiae-nitR+bld и штамма 

дикого типа субингибирующими концентрациями нитрон-олигомицина. 

Индукция проводилась в начале log фазы, в качестве контроля использовался 

образец штамма дикого типа, выращенного без добавления нитрон-олигомицина. 

При индукции штамма дикого типа нитрон-олигомицином (в количестве 50 
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нм/мл) мы наблюдали значимое изменение экспрессии гена marR (3-кратное 

увеличение в первый час после индукции и 4,5 кратное увеличесние во второй час 

после индукции) в то время как у неиндуцированного штамма дикого типа 

экспрессия гена marR не изменялась (Рисунок 7.11.). При индукции нитрон-

олигомицином штамма S. fradiae-nitR+bld мы не наблюдали изменения экспрессии 

гена marR  (Рисунок 7.12.). На основании полученных данных мы предполагаем 

наличие связи между регуляторным белком PadR и геном marR.  

                         

Рисунок 7.11. Изменение 

экспрессии гена marR S. fradiae 

ATCC 19609 при индукции его 

нитрон-олигомицином А. 

Индукция штамма проводилась в 

log фазе. 

1h. – нулевая точка, до начала 

индукции.  

2h. 3h. – без индукции. (2 часа, 3 

часа после индукции) 

2h.+nit, 3h.+nit – исходный штамм с 

индукцией нитрон-олигомицином в 

двух временных точках (2 часа, 3 

часа после индукции).     

Рисунок 7.12. Изменение 

экспрессии гена marR S. fradiae-

nitR+bld при индукции его нитрон-

олигомицином. Индукция штамма 

проводилась в log фазе. 

1h. – нулевая точка, до начала 

индукции. 

2h.+nit, 3h.+nit – S. fradiae nitR+bld с 

индукцией нитрон-олигомицином в 

двух временных точках (2 часа, 3 

часа после индукции). 
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7.12.5. Предполагаемая схема участия транскрипционного регулятора 

PadR в регуляции других генов у S. fradiae ATCC 19609 

BldD является основным фактором транскрипции, необходимым для 

формирования воздушных гиф у актинобактерий семейства стрептомицетов. 

Существует несколько генов, которые регулируются данным 

транскрипционным фактором – два гена сигма факторов (whiG и bldN) и 

транскрипционный фактор bdtA.  

У стрептомицетов семейство генов whi, играет важную роль в 

формировании зрелых спор. Изучение генной сети при формировании спор 

выявило как минимум два сигма фактора (whiG и sigF) и ряд 

транскрипционных факторов. Также существует отдельная группа генов, 

ответственная за формирование воздушного мицелия – гены bld, мутация в 

которых приводит к возникновению bald фенотипа. Гены, относящиеся к  bld 

кодируют разнообразные продукты, в том числе тРНК, ATP-binding cassette 

(ABC) membrane-spanning transporter, сигма фактор и unrelated anti-anti-sigma 

factor, а также факторы транскрипции, bldD и bldM. Также гены bld могут 

быть вовлечены в процессы производства антибиотика, поглощение 

углерода, что указывает на глобальную регуляторную роль данного класса. 

[Elliot et al., 2001] 

При проведении полногеномного секвенирования исходного штамма S. 

fradiae ATCC 19609 и его дальнейшего биоинформатического анализа были 

обнаружены два гена, возможно, вовлеченные в процесс дифференциации и 

спорообразования (XRE family transcriptional regulator - KDS84275.1, whiB - 

KDS86346.1). Однако при изучении уровня экспрессии данных генов мы 

обнаружили изменение только у гена whiB.  

На основании полученных нами данных можно предположить, что 

белок PadR является глобальным транскрипционным регулятором множества 

генов, ответственных за формирование мицелия и спорообразования, и 
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может быть вовлечен в контроль транспорта антибиотиков из клетки. Мы 

предполагаем, что белок PadR штамма S. fradiae ATCC 19609, мог быть 

вовлечен в позитивный контроль регулятора MarR. Мутация, которая 

произошла в ДНК-связывающем районе PadR и частичная инактивация белка 

PadR привела к нарушению экспрессии гена marR. Это повлияло на 

изменение экспрессии генов, позитивно контролируемых MarR: генов, 

отвечающих за образование воздушного мицелия и спорообразование, а 

также генов, негативно контролируемых MarR: к активации мембранного 

транспортера, выбрасывающего из клетки нитрон-олигомицин, чем и может 

быть обусловлена устойчивость мутантного штамма к нитрон-олигомицину. 

По результатам, полученным в данной работе можно предположить, что 

экспрессия гена whiB, отвечающего за морфогенез, регулируется либо 

белком PadR, либо какими-либо другими транскрипционными факторами, 

потому что при индукции нитрон-олигомицином уровень экспрессии гена 

whiB штамма S. fradiae-nitR+bld был почти в три раза ниже, чем у штамма 

дикого типа. Очевидно, что мутация в гене padR приводит к формированию 

bald phenotype, и что данный белок играет важную функцию в нормальном 

развитии мицелия и спорообразования. Существует мнение, что ген alanine 

dehydrogenase является одним из множества генов, который вовлечен в 

процесс спорообразования и возможно регулируется транскрипционным 

регулятором WhiA (относящийся к семейству bld транскрипционных 

регуляторов). Было показано, что у штамма дикого типа ген alanine 

dehydrogenase экспрессируется в норме, тогда как у делецированного whiA- 

мутанта происходит снижение экспрессии гена alanine dehydrogenase на 

некоторых стадиях роста [Salerno et al., 2013]. Это позволяет выдвинуть 

предположение о том, что транскрипционный регулятор PadR может быть 

вовлечен в регуляцию генов семейства whi, что, в свою очередь, и вызывает 

снижение экспрессии гена alanine dehydrogenase и изменение фенотипа 

штамма S. fradiae-nitR+bld относительно штамма дикого типа. (Рисунок 7.13.) 
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Рисунок 7.13. Предполагаемая схема участия транскрипционного регулятора 

PadR в регуляции других генов у S. fradiae ATCC 19609 
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Заключение 

Таким образом, в результате работы валидирована тест-система на 

основе штамма S. fradiae ATCC 19609 для скрининга новых природных 

антибиотиков и их полусинтетических производных, в том числе активных в 

отношении патогенных штаммов бактерий, таких как бактерии рода 

Actinobacterium и Corynebacterium. Были определены МИК олигомицина А и 

ряда его полусинтетических производных штамма S. fradiae ATCC 19609. 

Данный штамм был охарактеризован как сверхчувствительный к 

антибиотикам, по сравнению с модельным объектом S. lividans 66 и S. albus 

ATCC 21132.  

Впервые секвенирован и депонирован в базе данных NCBI геном 

штамма S. fradiae ATCC 19609. Проведен биоинформатический анализ 

генома сверхчувствительного к различным антибиотикам S. fradiae ATCC 

19609, в процессе которого были обнаружены и аннотированы гены 

устойчивости к антибиотикам: гены четырех MDR АВС транспортеров, два 

гена даунорубицин-устойчивого белка (DrrC, BrcA), ген устойчивости к 

макролидным антибиотикам MacB2; пять генов непарных субъединиц 

пермеаз MDR АВС транспортеров; ген MDR транспортера семейства MatE, 

ген транспортера семейства MFS, а также ген пуромицин-устойчивого белка 

семейства EmrB/QacA и ген двусубъединичного MDR АВС транспортера, 

гомологичного гену белка Рgp человека.  

Для изучения механизмов возникновения устойчивости к производным 

олигомицина А были получены мутантные штаммы S. fradiae ATCC19609, 

устойчивые к нитрон-олигомицину и (33S)-33-дезокси-33-

тиоцианатоолигомицину. Проведено полногеномное секвенирование этих 

мутантных штаммов. Геномы двух мутантных штаммов были депонированы 

в системе NCBI (JNAD00000000, MCNU00000000). Комплексный 

сравнительно-геномный биоинформатический анализ геномов полученных 
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мутантных штаммов позволил выявить мутации в ДНК-хеликазе IV класса у 

штамма, устойчивого к (33S)-33-дезокси-33-тиоцианатоолигомицину и 

мутацию в полифункциональном транскрипционном регуляторе PadR у 

штамма, устойчивого к нитрон-олигомицину. Полученные результаты 

позволили установить механизмы возникновения устойчивости к 

производным олигомицина А. 

Получены данные о неизвестном ранее механизме (мутация в гене 

хеликазы, которая привела к возникновению устойчивости к (33S)-33-

дезокси-33-тиоцианатоолигомицину), который приводит к уменьшению 

чувствительности штамма S. fradiae ATCC 19609 к ксенобиотикам. 

Дополнительно был произведен функциональный анализ гена padR – 

было выявлено, что padR возможно вовлечен в процесс регуляции отдельных 

генов устойчивости (MDR-транспортеры), а также в регуляцию генов, 

участвующих в спорообразовании стрептомицетов. Построена схема 

регуляции генов, вовлеченных в процесс спорообразования и выброса 

антибиотика из клетки, контролируемых PadR, а также схема возникновения 

механизмов устойчивости к производным олигомицина А. 
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Выводы  

1. Выявлено, что штамм S. fradiae ATCC 19609 является 

сверхчувствительным к олигомицину А и его производным, по 

сравнению с модельным штаммом S. lividans 66.  

2. Аннотированы гены, потенциально вовлеченные в процесс 

формирования устойчивости к антибиотикам у штамма S. fradiae ATCC 

19609.  

3. Обнаружено, что штамм S. fradiae ATCC 19609, устойчивый к нитрон-

олигомицину обладает более низкой способностью к образованию 

воздушного мицелия и споруляции в отличии от штамма дикого типа. 

Штамм, устойчивый к (33S)-33-дезокси-33-тиоцианатоолигомицину 

фенотипически не отличается от исходного штамма.  

4. Выявлена мутация в гене хеликазы IV штамма, устойчивого к (33S)-33-

дезокси-33-тиоцианатоолигомицину, вероятно приведшая к 

возникновению устойчивости мутантов S. fradiae ATCC 19609.   

5. Выявлена связь генотипа и фенотипа штамма S. fradiae ATCC 19609 

устойчивого к нитрон-олигомицину с мутацией в гене padR. Построена 

гипотетическая схема регуляции генов, вовлеченных в процесс 

спорообразования и выброса антибиотика из клетки, контролируемых 

PadR.  
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Список сокращений 

 

АДФ аденозиндифосфат 

АМФ аденозинмонофосфат 

АТФ аденозинтрифосфат 

ВИЧ Вирус иммунодефицита человека 

МИК Минимальная ингибирующая концентрация 

CYP3A4 цитохромом Р450 3А4 

EGFR Рецептор эпидермального фактора роста 

GPCR рецепторы G-белка 

IPTG Изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид 

MDR Множественная лекарственная устойчивость 

Pi неорганический фосфат 

SNP единичная нуклеотидная замена 
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Приложение 1.  

1   MPPVFAHGRL RLYLLKLLDE APRRGYEVIR LLEERFQGLY APSAGTVYPR LAKLESEGLV 

61  SHATEGGRKV YTLTEAGRDE LIARQAELAD LEREIRESVA VLAAEIREDV RGSASELRRE 

121 MRAAAERART ARTSGTARAH RGEYGSGPAE PGGPGDGGAR RRAQEETRRA KERQAHRAAQ 

181 ESRRAERKAR RTGGQARDAQ DAVVEEIQRL ARRLQDQTQE HIRTGDWQRA VREGFAEITR 

241 EVNRFSGGPG GRTGADAGPE TSTETSTDTG MAPETGTDTE TGARTGTAPA TAPPEPEWAR 

301 EAPEPSGDPV RDLERLLDRF RDDIRDAARD HGVTEEQLRE ARRHLSTAAA HIGVVLRGPD 

361 RP 

 

Рисунок 1. Аминокислотная последовательность PadR (KDS89815.1) 

мутантного штамма S. fradiae nitR+bld, устойчивого к нитрон-олигомицину. 

Цветом выделены следующие домены: … Helix-turn-helix domain, 20-97 aa 

DNA-binding transcriptional regulator domain,. R –замена аминокислотного 

остатка Гистидина на аминокислотный остаток Аргинина (H(24)R) у 

мутантного штамма. 
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MAAHEATVDS VRDRETGVEQ DHLDQVYRRL EEKIREAEFL MADAARRGQV GTPGALAERD 

AQVFRAGLHL NRLNSEFEDF LFGRIDLLEG KDGERGPDGA FTSVEPADGA VRTGEDGRTY 

AEIAETLHIG RIGVLDADYT PLVIDWRAPA AAPFYRATPV DPGRVVRRRV IRSKGRKVLG 

VEDDLLRPEM TATLGGEELA VVGDGALMAA LGRARSHTMR DIVSSIQAEQ DKVIRAPAAS 

VTEVGGGPGT GKTAVALHRA AYLLYQDRRR YAGGILVVSP TPLLVAYTEG VLPSLGEEGQ 

VAIRALGSLV DGAEATVYDE PAVARVKGSA RMQAVLRRAA RGALEPARPD SPPGGRRGRT 

GGQLSFDDPE AGPDGAEPAE TAQPAGPVTG RLRVVAFGAR VELGPQELRE IRRTALGATT 

PVNLLRPRAR RLLLDALWAK SGAAGRHSGD PELAAEAREA FDEDISGEPG FHAFLDAWWP 

ELTPRGVLGA MADERRLGRW ARRVLQPGEV RRLARSLKRL GPDGRGPLSV HDVALLDELQ 

TLLGTPSRPR KRELDPLEQL TGLEEVTTFA DRSARRRPDR AVEERAEYAH VIVDEAQDLT 

PMQWRMVGRR GRHATWTVVG DPAQSSWSDP EEAAGARDEA LGSRPRRRFT LTVNYRNPAE 

VAEVAAKVLA LAMPGMEPPE AVRSTGLVPR FAVAGGDLGA AVRAEARRLL AEVDGTVGVV 

VAMDRREEAR AWLAGLGERV VALGSLEAKG LEYDATLVVS PAGIADESPA GLRVLYVALT 

RATQRLTVLS AKRDAPDADG VPDLLRE* 

 

Рисунок 2 Аминокислотная последовательность ДНК хеликазы IV 

(KDS85476.1) мутантного штамма S. fradiae, устойчивого к (33S)-33-дезокси-

33-тиоцианатоолигомицину. Цветом выделены следующие домены: … Part of 

AAA domain, … P-loop containing Nucleoside Triphosphate Hydrolases, … 

UvrD_C_2, UvrD-like helicase C-terminal domain. T –замена аминокислотного 

остатка Аланина на аминокислотный остаток Треонина (A(600)T) у 

мутантного штамма.  
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Таблица П1. Активность производных олигомицина в отношении штамма 

дикого типа S. fradiae ATCC 19609. 

Название соединения 
Активность, 

нмоль/диск 

33-дезокси-33-амино-олигомицин А 250 

олигомицинА аннел. с3-бром-диметилтетра гидро-2Н-

пираном 

250 

Оксим тетраацетат олигомицинаА 10 

Тетраацетил олигомицинА 250 

ЛХТА-2536 0,1 

ЛХТА-2430 0,01 

33-о-мезильное производное олигомицина А 0,1 
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Рисунок 3. Синтез производных олигомицина А, модифицированных по 33 

положению боковой цепи: получение двух оптических изомеров (33S)- и 

(33R)-азидо-33-дезоксиолигомицин Olg2, Olg 6 и (33S)-33-

тиоцианатоолигомицина (Olg 4)  
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Рисунок 4. Синтез 16,17-дигидро-16,17-дигидроксиолигомицин-16,33-

диформиата (Olg 15) и олигомицин-33-формиата (Olg 16).

  

 

Рисунок 5. Синтез 2,3,16,17,18,19-гексагидроолигомицина А (Olg 17).
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