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ABSTRACT

The “endo-symbiotic theory of mitochondrial evolution” states that mitochondrial 
organelles evolved from engulfed aerobic bacteria, after millions of years of symbiosis 
and adaptation. Here, we have exploited this premise to design new antibiotics 
and novel anti-cancer therapies, using a convergent approach. First, virtual high-
throughput screening (vHTS) and computational chemistry were used to identify novel 
compounds binding to the 3D structure of the mammalian mitochondrial ribosome. 
The resulting library of ~880 compounds was then subjected to phenotypic drug 
screening on human cancer cells, to identify which compounds functionally induce 
ATP-depletion, which is characteristic of mitochondrial inhibition. Notably, the top ten 
�³�K�L�W�´���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���G�H�¿�Q�H���I�R�X�U���Q�H�Z���F�O�D�V�V�H�V���R�I���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V�����1�H�[�W�����Z�H���I�X�U�W�K�H�U��
validated that these novel mitochondrial inhibitors metabolically target mitochondrial 
�U�H�V�S�L�U�D�W�L�R�Q���L�Q���F�D�Q�F�H�U���F�H�O�O�V���D�Q�G���H�Ñ�H�F�W�L�Y�H�O�\���L�Q�K�L�E�L�W���W�K�H���S�U�R�S�D�J�D�W�L�R�Q���R�I���F�D�Q�F�H�U���V�W�H�P���O�L�N�H��
cells in vitro . Finally, we show that these mitochondrial inhibitors possess broad-
spectrum antibiotic activity, preventing the growth of both gram-positive and gram-
negative bacteria, as well as C. albicans �������D���S�D�W�K�R�J�H�Q�L�F���\�H�D�V�W�����5�H�P�D�U�N�D�E�O�\�����W�K�H�V�H���Q�R�Y�H�O��
�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V���D�O�V�R���Z�H�U�H���H�Ñ�H�F�W�L�Y�H���D�J�D�L�Q�V�W���P�H�W�K�L�F�L�O�O�L�Q���U�H�V�L�V�W�D�Q�W���6�W�D�S�K�\�O�R�F�R�F�F�X�V���D�X�U�H�X�V��
(MRSA). Thus, this simple, yet systematic, approach to the discovery of mitochondrial 
ribosome inhibitors could provide a plethora of anti-microbials and anti-cancer 
therapies, to target drug-resistance that is characteristic of both i) tumor recurrence 
and ii) infectious disease. In summary, we have successfully used vHTS combined 
with phenotypic drug screening of human cancer cells to identify several new classes 
of broad-spectrum antibiotics that target both bacteria and pathogenic yeast. We 
propose the new term “mitoriboscins” to describe these novel mitochondrial-related 
�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V�����7�K�X�V���I�D�U�����Z�H���K�D�Y�H���L�G�H�Q�W�L�¿�H�G���I�R�X�U���G�L�Ñ�H�U�H�Q�W���F�O�D�V�V�H�V���R�I���P�L�W�R�U�L�E�R�V�F�L�Q�V�����V�X�F�K��
as: �������P�L�W�R�U�L�E�R�F�\�F�O�L�Q�H�V�����������P�L�W�R�U�L�E�R�P�\�F�L�Q�V�����������P�L�W�R�U�L�E�R�V�S�R�U�L�Q�V���D�Q�G���������P�L�W�R�U�L�E�R�À�R�[�L�Q�V�� 
�+�R�Z�H�Y�H�U�����Z�H���E�U�R�D�G�O�\���G�H�¿�Q�H���P�L�W�R�U�L�E�R�V�F�L�Q�V���D�V���D�Q�\���V�P�D�O�O���P�R�O�H�F�X�O�H���V�����R�U���S�H�S�W�L�G�H���V�����W�K�D�W��
bind to the mitoribosome (large or small subunits) and, as a consequence, inhibit 
mitochondrial function, i.e., mitoribosome inhibitors.
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INTRODUCTION

Evidence is accumulating that increased 
mitochondrial biogenesis may play a critical role in the 
successful propagation and maintenance of the cancer 
stem-like cell (CSC) phenotype [1-9]. 

�$�Q�D�O�\�V�L�V�� �R�I�� �W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q�D�O�� �S�U�R�¿�O�L�Q�J�� �G�D�W�D�� �I�U�R�P��
human breast cancer samples (N = 28 patients) revealed 
that > 95 mRNA transcripts associated with mitochondrial 
biogenesis and/or mitochondrial translation are 
�V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�W�O�\���H�O�H�Y�D�W�H�G���L�Q���F�D�Q�F�H�U���F�H�O�O�V���� �D�V���F�R�P�S�D�U�H�G���Z�L�W�K��
�D�G�M�D�F�H�Q�W���V�W�U�R�P�D�O���W�L�V�V�X�H���>�������������@�����5�H�P�D�U�N�D�E�O�\�����!���������R�I���W�K�H�V�H��
95 upregulated mRNA’s encode mitochondrial ribosomal 
proteins (MRPs) [11]. MRPs are the functional subunits 
�R�I���W�K�H���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O���U�L�E�R�V�R�P�H�V�����P�L�W�R�U�L�E�R�V�R�P�H�V�������Z�K�L�F�K��
�D�U�H�� �U�H�V�S�R�Q�V�L�E�O�H�� �I�R�U�� �W�K�H�� �P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O�� �W�U�D�Q�V�O�D�W�L�R�Q�� �R�I�� ������
protein components of the OXPHOS complex encoded by 
�P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O���'�1�$�����,�Q���W�K�L�V���F�R�Q�W�H�[�W�����0�5�3�6���J�H�Q�H���S�U�R�G�X�F�W�V��
�D�U�H���X�V�H�G���W�R���I�R�U�P���W�K�H���V�P�D�O�O���V�X�E�X�Q�L�W���R�I���W�K�H���P�L�W�R�U�L�E�R�V�R�P�H����
while MRPL gene products are used to generate the large 
subunit of the mitoribosome [12-15].

�0�R�V�W�� �R�I�� �W�K�H�V�H�� ������ �P�L�W�R�U�L�E�R�V�R�P�H���U�H�O�D�W�H�G�� �P�5�1�$��
transcripts were elevated between 2- to 5-fold in human 
�E�U�H�D�V�W���F�D�Q�F�H�U���F�H�O�O�V�����L�Q�F�O�X�G�L�Q�J���V�H�Y�H�Q�W�H�H�Q���P�H�P�E�H�U�V���R�I���W�K�H��
�0�5�3�6���J�H�Q�H���I�D�P�L�O�\�� ���6������ �6�������� �6�������� �6�������� �6�������� �6�������� �6��������
�6�����$�����6�����%�����6���������6���������6���������6���������6���������6���������6���������6���������D�Q�G��
�Q�L�Q�H�W�H�H�Q���P�H�P�E�H�U�V���R�I���W�K�H���0�5�3�/���J�H�Q�H���I�D�P�L�O�\�����/�������/�������/��������
�/���������/���������/���������/���������/���������/���������/���������/���������/���������/���������/��������
�/���������/���������/���������/���������/���������>�����@����

Proteomic analysis of human breast cancer stem-
�O�L�N�H�� �F�H�O�O�V�� �D�O�V�R�� �U�H�Y�H�D�O�H�G�� �W�K�H�� �V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�W�� �R�Y�H�U���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q��
�R�I�� �V�H�Y�H�U�D�O�� �P�L�W�R�U�L�E�R�V�R�P�D�O�� �S�U�R�W�H�L�Q�V���� �V�X�F�K�� �D�V�� �0�5�3�/������
�D�Q�G�� �0�5�3�/�������� �D�Q�G�� ���� �R�W�K�H�U�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�� �D�V�V�R�F�L�D�W�H�G�� �Z�L�W�K��
�P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O�� �E�L�R�J�H�Q�H�V�L�V�� ���+�6�3�$������ �7�,�0�0���$���� �*�)�0������
�+�6�3�'�����>�D���N���D�������+�6�3�����@�����7�6�)�0�����7�8�)�0�����>���@�����,�P�S�R�U�W�D�Q�W�O�\����
�I�X�Q�F�W�L�R�Q�D�O���L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q���R�I���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O���E�L�R�J�H�Q�H�V�L�V�����X�V�L�Q�J��
�W�K�H���R
u���W�D�U�J�H�W���H
u�H�F�W�V���R�I���F�H�U�W�D�L�Q���E�D�F�W�H�U�L�R�V�W�D�W�L�F���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V����
�H
u�H�F�W�L�Y�H�O�\�� �D�E�O�D�W�H�G�� �W�K�H�� �S�U�R�S�D�J�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �&�6�&�V���� �L�Q�� ������
�F�H�O�O�� �O�L�Q�H�V�� �U�H�S�U�H�V�H�Q�W�L�Q�J�� ���� �G�L
u�H�U�H�Q�W�� �W�X�P�R�U�� �W�\�S�H�V�� ���E�U�H�D�V�W����
�'�&�,�6�����S�U�R�V�W�D�W�H�����R�Y�D�U�L�D�Q�����S�D�Q�F�U�H�D�W�L�F�����O�X�Q�J�����P�H�O�D�Q�R�P�D���D�Q�G��
�J�O�L�R�E�O�D�V�W�R�P�D�����>���������@�����9�L�U�W�X�D�O�O�\���L�G�H�Q�W�L�F�D�O���U�H�V�X�O�W�V���Z�H�U�H���D�O�V�R��
obtained with �E�R�Q�D�¿�G�H OXPHOS inhibitors (pyrvinium 
�S�D�P�R�D�W�H�� �D�Q�G�� �D�W�R�Y�D�T�X�R�Q�H������ �S�U�R�Y�L�G�L�Q�J�� �D�G�G�L�W�L�R�Q�D�O��
complementary evidence that functional mitochondria 
�D�U�H���U�H�T�X�L�U�H�G���I�R�U���W�K�H���S�U�R�S�D�J�D�W�L�R�Q���R�I���&�6�&�V���>�����������@�����7�D�N�H�Q��
�W�R�J�H�W�K�H�U�����W�K�H�V�H���S�U�H�O�L�P�L�Q�D�U�\���V�W�X�G�L�H�V���S�U�R�Y�L�G�H���W�K�H���Q�H�F�H�V�V�D�U�\��
evidence that the development of novel mitoribosome 
�L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V�� �P�L�J�K�W�� �E�H�� �D�� �E�H�Q�H�¿�F�L�D�O�� �D�S�S�U�R�D�F�K�� �I�R�U�� �W�K�H�� �P�R�U�H��
�H
u�H�F�W�L�Y�H���W�U�H�D�W�P�H�Q�W���R�I���F�D�Q�F�H�U���S�D�W�L�H�Q�W�V��

�5�H�F�H�Q�W�O�\���� �W�K�H�� ���'�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�V�� �R�I�� �E�R�W�K�� �W�K�H�� �O�D�U�J�H��
�������6���� �D�Q�G�� �W�K�H�� �V�P�D�O�O�� �������6���� �V�X�E�X�Q�L�W�V�� �R�I�� �W�K�H�� �P�D�P�P�D�O�L�D�Q��
�P�L�W�R�U�L�E�R�V�R�P�H���������6�����K�D�Y�H���E�H�H�Q���U�H�V�R�O�Y�H�G���>�����������@�����D�O�O�R�Z�L�Q�J��
for the rationale molecular design of mitoribosome 
inhibitors.

�+�H�U�H�����Z�H���X�V�H�G���W�K�H���N�Q�R�Z�Q�����'���V�W�U�X�F�W�X�U�H���R�I���W�K�H���O�D�U�J�H��
�����6�� �P�D�P�P�D�O�L�D�Q�� �P�L�W�R�U�L�E�R�V�R�P�H�� �D�V�� �D�� �W�D�U�J�H�W�� �W�R�� �S�H�U�I�R�U�P��

�Y�L�U�W�X�D�O�� �K�L�J�K���W�K�U�R�X�J�K�S�X�W�� �V�F�U�H�H�Q�L�Q�J�� ���Y�+�7�6������ �:�H�� �F�R�X�S�O�H�G��
this computational chemistry approach with phenotypic 
�G�U�X�J���V�F�U�H�H�Q�L�Q�J�����D�O�O�R�Z�L�Q�J���I�R�U���W�K�H���I�X�Q�F�W�L�R�Q�D�O���L�G�H�Q�W�L�¿�F�D�W�L�R�Q��
and validation of novel compounds targeting mammalian 
�P�L�W�R�U�L�E�R�V�R�P�H�V���� �7�K�H�� �D�E�L�O�L�W�\�� �R�I�� �W�K�H�V�H�� �P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O��
inhibitors to functionally prevent oxygen-consumption and 
�K�D�O�W���$�7�3���S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q���Z�D�V���D�O�V�R���G�H�P�R�Q�V�W�U�D�W�H�G���E�\���P�H�W�D�E�R�O�L�F��
�À�X�[�� �D�Q�D�O�\�V�L�V���� �0�R�V�W�� �L�P�S�R�U�W�D�Q�W�O�\���� �W�K�H�V�H�� �P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O��
�L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V���H
u�H�F�W�L�Y�H�O�\���E�O�R�F�N�H�G���W�K�H���S�U�R�S�D�J�D�W�L�R�Q���R�I���&�6�&�����D�V��
�S�U�H�G�L�F�W�H�G�����S�U�R�Y�L�G�L�Q�J���S�U�R�R�I���R�I���F�R�Q�F�H�S�W����

�,�Q�W�H�U�H�V�W�L�Q�J�O�\�����Z�H���D�O�V�R���V�K�R�Z���W�K�D�W���W�K�H�V�H���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O��
�L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V�� �E�H�K�D�Y�H�� �D�V�� �E�U�R�D�G���V�S�H�F�W�U�X�P�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V���� �Z�K�L�F�K��
is consistent with the well-established hypothesis that 
mitochondria originally evolved from the engulfment of 
�D�H�U�R�E�L�F���E�D�F�W�H�U�L�D�����D�S�S�U�R�[�L�P�D�W�H�O�\�����������E�L�O�O�L�R�Q���\�H�D�U�V���D�J�R���>������
�����@�����7�K�L�V���K�D�V���L�P�S�R�U�W�D�Q�W���L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�V���I�R�U���P�R�U�H���H
u�H�F�W�L�Y�H�O�\��
combating the development of antibiotic-resistance.

RESULTS

Exploiting the evolutionary relationship between 
bacteria and mitochondria, to drive the discovery 
of new antibiotics and novel anti-cancer agents

�7�K�H�� �³�(�Q�G�R���V�\�P�E�L�R�W�L�F�� �7�K�H�R�U�\�� �R�I�� �0�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O��
Evolution” states that mitochondria originally evolved 
from aerobic bacteria that were incorporated into 
�H�X�N�D�U�\�R�W�L�F�� �F�H�O�O�V�� �>�����������@���� �G�X�U�L�Q�J�� �P�L�O�O�L�R�Q�V�� �R�I�� �\�H�D�U�V�� �R�I��
�D�G�D�S�W�D�W�L�R�Q�� ���)�L�J�X�U�H�� �������� �&�R�Q�V�L�V�W�H�Q�W�� �Z�L�W�K�� �W�K�L�V�� �W�K�H�R�U�\���� �Z�H��
have recently shown that certain classes of well-known 
antibiotics that inhibit bacterial protein synthesis [29-
�����@�����F�D�Q���D�O�V�R���E�H���X�V�H�G���W�R���V�X�F�F�H�V�V�I�X�O�O�\���W�D�U�J�H�W���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O��
�S�U�R�W�H�L�Q�� �W�U�D�Q�V�O�D�W�L�R�Q���� �H�V�S�H�F�L�D�O�O�\�� �L�Q�� �F�D�Q�F�H�U�� �V�W�H�P���O�L�N�H�� �F�H�O�O�V��
���&�6�&�V�����>�����@��

�+�R�Z�H�Y�H�U���� �W�K�H�� �F�R�Q�Y�H�U�V�H�� �R�I�� �W�K�H�V�H�� �R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�V��
�V�K�R�X�O�G���D�O�V�R���E�H���W�U�X�H�����0�R�U�H���V�S�H�F�L�¿�F�D�O�O�\�����Q�H�Z���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V���R�I��
mitochondrial protein translation should also possess anti-
�P�L�F�U�R�E�L�D�O���D�F�W�L�Y�L�W�\�����+�H�U�H�����W�R���W�H�V�W���W�K�L�V���K�\�S�R�W�K�H�V�L�V���G�L�U�H�F�W�O�\����
�Z�H�� �X�V�H�G�� �W�K�H�� �N�Q�R�Z�Q�� ���'�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�� �R�I�� �W�K�H�� �P�D�P�P�D�O�L�D�Q��
mitochondrial ribosome (large subunit) to identify novel 
�F�R�P�S�R�X�Q�G�V���W�K�D�W���E�L�Q�G���W�R���L�W�����L�Q���W�K�H���F�R�Q�W�H�[�W���R�I���Y�L�U�W�X�D�O���K�L�J�K��
�W�K�U�R�X�J�K�S�X�W���V�F�U�H�H�Q�L�Q�J�����L���H������in silico drug screening). Once 
�S�R�W�H�Q�W�L�D�O���E�L�Q�G�L�Q�J���S�D�U�W�Q�H�U�V���Z�H�U�H���L�G�H�Q�W�L�¿�H�G��in silico�����W�K�H�Q��
these 880 compounds were subjected to phenotypic drug 
screening in vitro, to select positive hits that functionally 
�L�Q�G�X�F�H�G�� �$�7�3���G�H�S�O�H�W�L�R�Q�� �L�Q�� �0�&�)���� �K�X�P�D�Q�� �E�U�H�D�V�W�� �F�D�Q�F�H�U��
�F�H�O�O�V���� �$�S�S�U�R�[�L�P�D�W�H�O�\�� �������� �R�I�� �F�H�O�O�X�O�D�U�� �$�7�3�� �L�V�� �Q�R�U�P�D�O�O�\��
�J�H�Q�H�U�D�W�H�G���E�\���2�;�3�+�2�6���L�Q���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�����V�R���$�7�3���G�H�S�O�H�W�L�R�Q��
is a valid surrogate marker for mitochondrial inhibition. 
�+�R�Z�H�Y�H�U�����R�Q�O�\���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���G�H�S�O�H�W�L�Q�J���$�7�3���O�H�Y�H�O�V���Z�L�W�K�R�X�W��
prominent cytotoxicity were selected for further analysis.

�7�K�H�V�H���S�R�V�L�W�L�Y�H���K�L�W�V���Z�H�U�H���W�K�H�Q���V�X�E�M�H�F�W�H�G���W�R���I�X�U�W�K�H�U��
�Y�D�O�L�G�D�W�L�R�Q���� �X�V�L�Q�J�� �W�K�H�� �6�H�D�K�R�U�V�H�� �P�H�W�D�E�R�O�L�F�� �À�X�[�� �D�Q�D�O�\�]�H�U����
�W�R�� �F�R�Q�¿�U�P�� �W�K�H�L�U�� �P�H�F�K�D�Q�L�V�P�� �R�I�� �D�F�W�L�R�Q�� �D�V�� �P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O��
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�L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V���� �)�L�Q�D�O�O�\���� �W�K�H�V�H�� �Q�R�Y�H�O�� �F�R�P�S�R�X�Q�G�V�� �Z�H�U�H�� �W�H�V�W�H�G��
on six distinct bacterial and/or yeast strains to investigate 
�L�I�� �W�K�H�\�� �S�R�V�V�H�V�V�� �D�Q�W�L���P�L�F�U�R�E�L�D�O�� �D�F�W�L�Y�L�W�\���� �7�K�L�V�� �R�Y�H�U�D�O�O��
�H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O���V�W�U�D�W�H�J�\���L�V���R�X�W�O�L�Q�H�G���V�F�K�H�P�D�W�L�F�D�O�O�\���D�V���D���À�R�Z��
�G�L�D�J�U�D�P���L�Q���)�L�J�X�U�H��������

�,�G�H�Q�W�L�¿�F�D�W�L�R�Q���D�Q�G���Y�D�O�L�G�D�W�L�R�Q���R�I���Q�R�Y�H�O���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V���R�I��
the large mitochondrial ribosome

�7�K�H���U�H�V�X�O�W�L�Q�J�����������F�R�P�S�R�X�Q�G�V���Z�H�U�H���¿�U�V�W���V�X�E�M�H�F�W�H�G��
to phenotypic drug screening at a concentration of 50 
�—�0���� �W�R�� �L�G�H�Q�W�L�I�\�� �Z�K�L�F�K�� �F�R�P�S�R�X�Q�G�V�� �I�X�Q�F�W�L�R�Q�D�O�O�\�� �L�Q�G�X�F�H��
�$�7�3���G�H�S�O�H�W�L�R�Q�����E�H�I�R�U�H���L�Q�G�X�F�L�Q�J���F�H�O�O���G�H�D�W�K�����6�X�E�V�H�T�X�H�Q�W�O�\����
positive hits were re-screened at lower concentrations (25 
�—�0���D�Q�G���������—�0�������W�R���L�G�H�Q�W�L�I�\���W�K�H���W�R�S���������F�R�P�S�R�X�Q�G�V���W�K�D�W��
�P�R�V�W���S�R�W�H�Q�W�O�\���L�Q�G�X�F�H�G���$�7�3���G�H�S�O�H�W�L�R�Q��

�5�H�V�X�O�W�V�� �I�U�R�P�� �W�K�H���$�7�3���G�H�S�O�H�W�L�R�Q�� �D�V�V�D�\�� �I�R�U�� �W�K�H�� �W�R�S��
������ �K�L�W�V�� �L�G�H�Q�W�L�¿�H�G�� �I�U�R�P�� �S�K�H�Q�R�W�\�S�L�F�� �G�U�X�J�� �V�F�U�H�H�Q�L�Q�J�� �D�U�H��
�V�K�R�Z�Q�� �L�Q�� �G�H�W�D�L�O�� �L�Q�� �)�L�J�X�U�H�� ������ �%�U�L�H�À�\���� �0�&�)���� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H��
treated with the hit compounds at 10 µM for 72 hours. 
Hoechst staining showed cell viability based on DNA 
�V�W�D�L�Q�L�Q�J�����Z�K�L�O�H���P�H�D�V�X�U�H�P�H�Q�W���R�I���$�7�3���F�R�Q�W�H�Q�W���U�H�Y�H�D�O�H�G���W�K�H��
�H
u�H�F�W���R�I���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���R�Q���P�H�W�D�E�R�O�L�F���D�F�W�L�Y�L�W�\���G�X�U�L�Q�J���W�K�H���Y�H�U�\��
same treatments. Compounds inhibiting mitochondrial 
metabolism were selected for further analysis. Hoechst 
�V�W�D�L�Q�L�Q�J���D�Q�G���$�7�3���F�R�Q�W�H�Q�W���Z�H�U�H���D�O�V�R���Q�R�U�P�D�O�L�]�H�G���W�R���F�R�Q�W�U�R�O�V����
�5�H�V�X�O�W�V�� �Z�H�U�H�� �U�D�Q�N���R�U�G�H�U�H�G���� �D�V�� �L�Q�G�L�F�D�W�H�G���� �E�D�V�H�G�� �R�Q�� �W�K�H�L�U��
�D�E�L�O�L�W�\���W�R���H
u�H�F�W�L�Y�H�O�\���G�H�S�O�H�W�H���$�7�3�����Z�L�W�K�R�X�W���L�Q�G�X�F�L�Q�J���R�Y�H�U�D�O�O��

�F�H�O�O���W�R�[�L�F�L�W�\�������D�V���U�H�À�H�F�W�H�G���E�\���P�D�L�Q�W�H�Q�D�Q�F�H���R�I���Y�L�D�E�L�O�L�W�\���D�Q�G��
cell attachment. 

Comparison of the chemical structures of these top 
�������F�R�P�S�R�X�Q�G�V���L�G�H�Q�W�L�¿�H�G�������G�L
u�H�U�H�Q�W���G�U�X�J���F�O�D�V�V�H�V�����E�D�V�H�G��
�R�Q���V�W�U�X�F�W�X�U�D�O���V�L�P�L�O�D�U�L�W�L�H�V�����Z�K�L�F�K���D�U�H���V�X�P�P�D�U�L�]�H�G���L�Q���)�L�J�X�U�H��
�������7�K�U�H�H���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���I�D�O�O���L�Q�W�R���*�U�R�X�S���������I�R�X�U���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���L�Q��
�*�U�R�X�S���������W�Z�R���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���L�Q���*�U�R�X�S���������D�Q�G���R�Q�H���F�R�P�S�R�X�Q�G��
�L�Q���*�U�R�X�S��������

�7�R�� �Y�D�O�L�G�D�W�H�� �W�K�H�� �K�\�S�R�W�K�H�V�L�V�� �W�K�D�W�� �W�K�H�V�H�� �F�R�P�S�R�X�Q�G�V��
�D�O�V�R���W�D�U�J�H�W���F�D�Q�F�H�U���V�W�H�P���O�L�N�H���F�H�O�O�V�����&�6�&�V�������W�K�H���W�R�S�������K�L�W�V��
were compared in parallel for their ability to inhibit 
�P�D�P�P�R�V�S�K�H�U�H�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �L�Q�� �0�&�)���� �F�H�O�O�V���� �,�P�S�R�U�W�D�Q�W�O�\����
���� �R�I�� �W�K�H�� ���� �F�R�P�S�R�X�Q�G�V�� �W�H�V�W�H�G�� �V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�W�O�\�� �L�Q�K�L�E�L�W�H�G��
�P�D�P�P�R�V�S�K�H�U�H�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q���� �D�W�� �D�� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�� �R�I�� ���� �—�0��

Figure 1: The endo-symbiotic theory of mitochondrial 
evolution: Implications for modern drug development. 
Note that mitochondria originally evolved from engulfed aerobic 
�E�D�F�W�H�U�L�D���� �G�X�U�L�Q�J�� �P�L�O�O�L�R�Q�V�� �R�I�� �\�H�D�U�V�� �R�I�� �D�G�D�S�W�D�W�L�R�Q�����$�� �F�R�U�R�O�O�D�U�\�� �R�I��
�W�K�H�V�H���¿�Q�G�L�Q�J�V���L�V���W�K�D�W���P�D�Q�\���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V���D�O�V�R���V�K�R�Z���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O��
�V�L�G�H���H
u�H�F�W�V���D�Q�G���H
u�H�F�W�L�Y�H�O�\���E�H�K�D�Y�H���D�V���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V���R�I���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O��
�S�U�R�W�H�L�Q���W�U�D�Q�V�O�D�W�L�R�Q�����H���J�������F�K�O�R�U�D�P�S�K�H�Q�L�F�R�O�����W�K�H���W�H�W�U�D�F�\�F�O�L�Q�H�V���D�Q�G��
�W�K�H�� �H�U�\�W�K�U�R�P�\�F�L�Q�V������ �&�R�Q�Y�H�U�V�H�O�\���� �L�I�� �Z�H�� �L�G�H�Q�W�L�I�\�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V�� �R�I��
�P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O���S�U�R�W�H�L�Q���W�U�D�Q�V�O�D�W�L�R�Q���X�V�L�Q�J���P�D�P�P�D�O�L�D�Q���F�H�O�O�V�����W�K�H�V�H��
�G�U�X�J�V���V�K�R�X�O�G���D�O�V�R���V�K�R�Z���D�Q�W�L���P�L�F�U�R�E�L�D�O���D�F�W�L�Y�L�W�\�����E�H�K�D�Y�L�Q�J���D�V���Q�R�Y�H�O��
�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V���� �7�K�L�V�� �Z�R�X�O�G�� �S�U�R�Y�L�G�H�� �D�� �Q�H�Z�� �W�K�H�U�D�S�H�X�W�L�F�� �V�W�U�D�W�H�J�\�� �I�R�U��
�H
v�F�L�H�Q�W�O�\���J�H�Q�H�U�D�W�L�Q�J���Q�R�Y�H�O���G�U�X�J�V���W�K�D�W���W�D�U�J�H�W���E�R�W�K���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D��
�D�Q�G���E�D�F�W�H�U�L�D�����D�V���Z�H�O�O���D�V���S�D�W�K�R�J�H�Q�L�F���\�H�D�V�W���V�W�U�D�L�Q�V����

Figure 2: Schematic diagram illustrating our overall 
drug discovery strategy, employing both in silico drug 
discovery and phenotypic drug screening. ������ �9�L�U�W�X�D�O�� �K�L�J�K��
�W�K�U�R�X�J�K�S�X�W���V�F�U�H�H�Q�L�Q�J�����Y�+�7�6���������:�H���X�V�H�G���W�K�H�����'���V�W�U�X�F�W�X�U�H���R�I���W�K�H���O�D�U�J�H��
mammalian mitochondrial ribosome to screen a virtual collection of 
���������������F�R�P�S�R�X�Q�G�V���D�Q�G���L�G�H�Q�W�L�¿�H�G���D���V�X�E�V�H�W���R�I�����������F�R�P�S�R�X�Q�G�V���W�K�D�W��
�³�E�L�Q�G�´���L�Q���V�L�O�L�F�R�����������3�K�H�Q�R�W�\�S�L�F���G�U�X�J���V�F�U�H�H�Q�L�Q�J�������7�K�H���U�H�V�X�O�W�L�Q�J����������
compounds were then subjected to phenotypic drug screening at a 
�F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���R�I���������—�0�����W�R���L�G�H�Q�W�L�I�\���Z�K�L�F�K���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���I�X�Q�F�W�L�R�Q�D�O�O�\��
�L�Q�G�X�F�H�� �$�7�3���G�H�S�O�H�W�L�R�Q���� �E�H�I�R�U�H�� �L�Q�G�X�F�L�Q�J�� �F�H�O�O�� �G�H�D�W�K���� �6�X�E�V�H�T�X�H�Q�W�O�\����
positive hits were re-screened at lower concentrations (25 and 10 
�—�0�������W�R���L�G�H�Q�W�L�I�\���W�K�H���W�R�S���W�H�Q���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���W�K�D�W���P�R�V�W���S�R�W�H�Q�W�O�\���L�Q�G�X�F�H�G��
�$�7�3���G�H�S�O�H�W�L�R�Q���� ������ �)�X�Q�F�W�L�R�Q�D�O�� �Y�D�O�L�G�D�W�L�R�Q�� ���� �7�K�H�� �W�R�S�� �K�L�W�V�� �Z�H�U�H�� �W�K�H�Q��
�I�X�U�W�K�H�U���Y�D�O�L�G�D�W�H�G���X�V�L�Q�J���P�H�W�D�E�R�O�L�F���À�X�[���D�Q�D�O�\�V�L�V�����W�R���G�H�W�H�U�P�L�Q�H���V�S�H�F�L�¿�F��
�H
u�H�F�W�V���R�Q���R�[�\�J�H�Q���F�R�Q�V�X�P�S�W�L�R�Q�����W�R���H�V�W�L�P�D�W�H���W�K�H�L�U���D�Q�W�L���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O��
activity. Mammosphere assays (for assessing potential anti-cancer 
stem cell activity) and cell viability assays were also carried out. 
�)�L�Q�D�O�O�\�����W�K�H���W�R�S���W�K�U�H�H���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���Z�H�U�H���D�V�V�H�V�V�H�G���I�R�U���D�Q�W�L���P�L�F�U�R�E�L�D�O��
�D�F�W�L�Y�L�W�\�����W�R���G�H�W�H�U�P�L�Q�H���W�K�H�L�U���P�L�Q�L�P�X�P���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�\���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�����0�,�&����
and they were compared side-by-side with known antibiotics. 
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���)�L�J�X�U�H�� �������� �)�R�U�� �H�[�D�P�S�O�H���� �������*���� ���*�U�R�X�S�� ������ �U�H�G�X�F�H�G��
mammosphere formation by 50% at this concentration. 
�6�L�P�L�O�D�U�O�\���� �������)���� ���*�U�R�X�S�� ������ �D�Q�G�� �������'���� ���*�U�R�X�S�� �������� �E�R�W�K��
reduced mammosphere formation by ~90%.

�%�D�V�H�G���R�Q���W�K�L�V���D�Q�D�O�\�V�L�V�����Z�H���Q�H�[�W���V�H�O�H�F�W�H�G�������W�R�S���K�L�W�V��

�W�R�� �D�V�V�H�V�V�� �W�K�H�L�U�� �I�X�Q�F�W�L�R�Q�D�O�� �H
u�H�F�W�V�� �R�Q�� �R�Y�H�U�D�O�O�� �Y�L�D�E�L�O�L�W�\�� �L�Q��
�0�&�)���� �F�H�O�O�� �P�R�Q�R�O�D�\�H�U�V�� �D�Q�G�� �Q�R�U�P�D�O�� �K�X�P�D�Q�� �¿�E�U�R�E�O�D�V�W�V��
���K�7�(�5�7���%�-���� �F�H�O�O�V���� ���)�L�J�X�U�H�� �������� �,�Q�W�H�U�H�V�W�L�Q�J�O�\���� �������*����
���*�U�R�X�S���������U�H�G�X�F�H�G���W�K�H���Y�L�D�E�L�O�L�W�\���R�I���0�&�)�����F�H�O�O�V���E�\�����������D�W��
�D���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���R�I�������—�0�����+�R�Z�H�Y�H�U�����������*�����K�D�G���Q�R���H
u�H�F�W���R�Q��

Figure 4: Chemical structures of the top 10 hits. �7�K�H���P�R�V�W���S�U�R�P�L�V�L�Q�J���W�R�S���������K�L�W�V���R�I���W�K�H���S�K�H�Q�R�W�\�S�L�F���G�U�X�J���V�F�U�H�H�Q���Z�H�U�H���R�U�J�D�Q�L�]�H�G��
�L�Q�W�R�������J�U�R�X�S�V���E�D�V�H�G���R�Q���F�K�H�P�L�F�D�O���V�W�U�X�F�W�X�U�H�����*�U�R�X�S���������D�����������(�������%�'�,�����������������������E�����������*�������%�'�+�����������������������D�Q�G���F�����������(�������%�'�+����������������������
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Figure 3: Comparison of the top 10 hits using the ATP-depletion assay. �7�K�H���W�R�S���W�H�Q���K�L�W�V���Z�H�U�H���D�O�O���H�Y�D�O�X�D�W�H�G���D�W���D���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���R�I��
�������—�0�����W�R���G�H�W�H�U�P�L�Q�H���W�K�H�L�U���U�D�Q�N���R�U�G�H�U���S�R�W�H�Q�F�\�����I�R�U���W�K�H�L�U���D�E�L�O�L�W�\���W�R���G�H�S�O�H�W�H���$�7�3���O�H�Y�H�O�V�����0�&�)�����F�H�O�O�V���Z�H�U�H���W�U�H�D�W�H�G���Z�L�W�K���W�K�H���V�H�O�H�F�W�H�G���F�R�P�S�R�X�Q�G�V��
�R�I���D�W�������—�0���I�R�U���������K�R�X�U�V�����+�R�H�F�K�V�W���V�W�D�L�Q�L�Q�J���V�K�R�Z�H�G���F�H�O�O���Y�L�D�E�L�O�L�W�\���E�D�V�H�G���R�Q���'�1�$���V�W�D�L�Q�L�Q�J�����Z�K�L�O�H���P�H�D�V�X�U�H�P�H�Q�W���R�I���$�7�3���F�R�Q�W�H�Q�W���U�H�Y�H�D�O�H�G���W�K�H��
�H
u�H�F�W�V���R�I���W�K�H���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���R�Q���P�H�W�D�E�R�O�L�F���D�F�W�L�Y�L�W�\�����&�R�P�S�R�X�Q�G�V���W�D�U�J�H�W�L�Q�J���W�K�H���L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q���R�I���P�H�W�D�E�R�O�L�V�P���Z�H�U�H���V�H�O�H�F�W�H�G�����+�R�H�F�K�V�W���V�W�D�L�Q�L�Q�J���D�Q�G���$�7�3��
�F�R�Q�W�H�Q�W���Z�H�U�H���Q�R�U�P�D�O�L�]�H�G���W�R���F�R�Q�W�U�R�O�V�����5�H�V�X�O�W�V���D�U�H���V�K�R�Z�Q���D�V���P�H�D�Q���“���6�(�0����n��� ��������
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�W�K�H���Y�L�D�E�L�O�L�W�\���R�I���K�7�(�5�7���%�-�����F�H�O�O�V�����Z�K�H�Q���W�H�V�W�H�G���D�W���W�K�H���V�D�P�H��
�F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�����7�K�X�V�����L�W���L�V���S�R�V�V�L�E�O�H���W�R���L�G�H�Q�W�L�I�\���F�R�P�S�R�X�Q�G�V����
�V�X�F�K���D�V���������*�������W�K�D�W���S�U�H�I�H�U�H�Q�W�L�D�O�O�\���W�D�U�J�H�W���&�6�&�V���D�Q�G���³�E�X�O�N�´��
�F�D�Q�F�H�U���F�H�O�O�V�����E�X�W���Q�R�W���Q�R�U�P�D�O���¿�E�U�R�E�O�D�V�W�V����

�1�H�[�W�����Z�H���S�H�U�I�R�U�P�H�G���I�X�Q�F�W�L�R�Q�D�O���Y�D�O�L�G�D�W�L�R�Q���R�I���W�K�H������
�W�R�S�� �K�L�W�V�� �X�V�L�Q�J�� �W�K�H�� �6�H�D�K�R�U�V�H�� �$�Q�D�O�\�]�H�U���� �W�R�� �T�X�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�H�O�\��
measure oxygen consumption rate (OCR) and extracellular 
�D�F�L�G�L�¿�F�D�W�L�R�Q���U�D�W�H�����(�&�$�5�������2�&�5���L�V���D���V�X�U�U�R�J�D�W�H���P�D�U�N�H�U���I�R�U��
OXPHOS and ECAR is a surrogate marker for glycolysis 
and L-lactate production.

�$�V�� �S�U�H�G�L�F�W�H�G���� �������*���� ���*�U�R�X�S�� �������� �������)���� ���*�U�R�X�S�� ������

�D�Q�G�� �������'���� ���*�U�R�X�S�� ������ �D�O�O�� �G�R�V�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�O�\�� �L�Q�K�L�E�L�W�H�G��
�P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O�� �R�[�\�J�H�Q���F�R�Q�V�X�P�S�W�L�R�Q�� �L�Q�� �0�&�)���� �F�H�O�O�V����
�Z�L�W�K���������*���� �E�H�L�Q�J���W�K�H���P�R�V�W���S�R�W�H�Q�W�����)�L�J�X�U�H�V�������� ���� �D�Q�G����������
�)�R�U���H�[�D�P�S�O�H���� �������*���� �U�H�G�X�F�H�G���$�7�3�� �O�H�Y�H�O�V���E�\�� �!�� �������� �D�W���D��
�F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���R�I���R�Q�O�\�����������Q�0�����,�Q���D�G�G�L�W�L�R�Q�����������*�����U�H�G�X�F�H�G��
�$�7�3���O�H�Y�H�O�V���E�\���a���������D�W�����������—�0�����)�L�J�X�U�H�����������5�H�P�D�U�N�D�E�O�\����
�W�U�H�D�W�P�H�Q�W�� �Z�L�W�K�� �������*������ �D�W�� �W�K�H�� �V�D�P�H�� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V���� �K�D�G��
�O�L�W�W�O�H�� �R�U�� �Q�R�� �H
u�H�F�W�� �R�Q�� �W�K�H�� �R�Y�H�U�D�O�O�� �F�H�O�O�� �Y�L�D�E�L�O�L�W�\�� �R�I�� �0�&�)����
�P�R�Q�R�O�D�\�H�U�V�����)�L�J�X�U�H�����������7�K�H�U�H�I�R�U�H�����������*�����Y�H�U�\���H
u�H�F�W�L�Y�H�O�\��
�G�H�S�O�H�W�H�G�� �$�7�3�� �O�H�Y�H�O�V���� �Z�L�W�K�R�X�W�� �V�K�R�Z�L�Q�J�� �V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�W��
cytotoxicity. 

�,�Q�W�H�U�H�V�W�L�Q�J�O�\���� �������*���� �L�Q�G�X�F�H�G�� �D�Q�� �L�Q�F�U�H�D�V�H�� �L�Q��
�J�O�\�F�R�O�\�V�L�V���U�D�W�H�V���E�\���!�����������I�R�O�G�����Z�K�L�O�H���������)�����D�Q�G���������'�����E�R�W�K��
�V�X�S�S�U�H�V�V�H�G���J�O�\�F�R�O�\�V�L�V�����7�K�L�V���F�R�X�O�G���H�[�S�O�D�L�Q���Z�K�\���������)�����D�Q�G��
�������'�����Z�H�U�H���P�R�U�H���S�R�W�H�Q�W���W�K�D�Q���������*�����L�Q���W�K�H���P�D�P�P�R�V�S�K�H�U�H��
�D�V�V�D�\�����Z�K�H�U�H���������)�����D�Q�G���������'�����E�R�W�K���U�H�G�X�F�H�G���P�D�P�P�R�V�S�K�H�U�H��
�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���E�\���a���������D�W���D���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���R�I�������—�0�����)�L�J�X�U�H����������
�7�K�H���U�D�Q�N���R�U�G�H�U���S�R�W�H�Q�F�\���R�I���W�K�H���W�R�S���������K�L�W�V���I�R�U���W�K�H�L�U���D�E�L�O�L�W�\��
�W�R���U�H�G�X�F�H���L�����P�D�[�L�P�D�O���U�H�V�S�L�U�D�W�L�R�Q���D�Q�G���L�L�����$�7�3���S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q���L�V��
�V�K�R�Z�Q���L�Q���)�L�J�X�U�H�����������1�R�W�H���W�K�D�W���W�K�H���W�R�S�������F�R�P�S�R�X�Q�G�V���L�Q���W�K�L�V��
�U�H�J�D�U�G���Z�H�U�H���������*�������������%�������������+�������������)�������������(�����D�Q�G��������
�+�������Z�L�W�K���������*�����E�H�L�Q�J���W�K�H���P�R�V�W���S�R�W�H�Q�W�����\�L�H�O�G�L�Q�J���D���!����������
�U�H�G�X�F�W�L�R�Q���L�Q���$�7�3���O�H�Y�H�O�V���D�W�������—�0��

�$�V���(�0�7���D�Q�G���F�H�O�O���L�Q�Y�D�V�L�R�Q���D�U�H���S�K�H�Q�R�W�\�S�L�F���I�H�D�W�X�U�H�V��
�D�V�V�R�F�L�D�W�H�G���Z�L�W�K���³�V�W�H�P�Q�H�V�V�´���D�Q�G���G�L�V�W�D�Q�W���P�H�W�D�V�W�D�V�L�V���>�����������@����
�Z�H���D�O�V�R���H�Y�D�O�X�D�W�H�G���W�K�H���H
u�H�F�W�V���R�I���W�K�H�V�H���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���R�Q���W�K�H��
�D�E�L�O�L�W�\���R�I���D�Q�R�W�K�H�U���P�R�U�H���D�J�J�U�H�V�V�L�Y�H���E�U�H�D�V�W���F�D�Q�F�H�U���F�H�O�O���O�L�Q�H����
�Q�D�P�H�O�\���0�'�$���0�%�������������W�R���X�Q�G�H�U�J�R���F�H�O�O���P�L�J�U�D�W�L�R�Q�����)�L�J�X�U�H��
�������V�K�R�Z�V���W�K�D�W���������*�������������'�����D�Q�G���������)�����D�O�O���L�Q�K�L�E�L�W�H�G���F�H�O�O��
�P�L�J�U�D�W�L�R�Q���E�\���!�������������D�W���D���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���R�I�����������—�0��

�,�Q���V�X�P�P�D�U�\�����������*�������*�U�R�X�S���������D�S�S�H�D�U�V���W�R���E�H���W�K�H���P�R�V�W��
�S�U�R�P�L�V�L�Q�J���Q�H�Z���O�H�D�G���F�R�P�S�R�X�Q�G�����D�V���L�W���L�V���P�R�U�H���V�H�O�H�F�W�L�Y�H���D�W��
�W�D�U�J�H�W�L�Q�J�� �&�6�&�V�� �D�Q�G�� �F�D�Q�F�H�U�� �F�H�O�O�V���� �Z�K�L�O�H�� �V�S�D�U�L�Q�J�� �Q�R�U�P�D�O��

�)�L�J�X�U�H�� ������ �(
u�H�F�W�V�� �R�I�� ���� �W�R�S�� �K�L�W�� �F�R�P�S�R�X�Q�G�V�� �R�Q��
�P�D�P�P�R�V�S�K�H�U�H�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q���� �U�H�S�U�H�V�H�Q�W�L�Q�J�� ���� �G�L
u�H�U�H�Q�W��
structural groups or classes. Note that 5 of the 7 compounds 
�H�Y�D�O�X�D�W�H�G�� �V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�W�O�\�� �L�Q�K�L�E�L�W�H�G�� �P�D�P�P�R�V�S�K�H�U�H�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q����
�D�� �P�H�D�V�X�U�H�� �R�I�� �F�D�Q�F�H�U�� �V�W�H�P�� �F�H�O�O�� �D�F�W�L�Y�L�W�\���� �D�W�� �D�� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�� �R�I�� ����
�—�0�����&�R�P�S�R�X�Q�G�V���������)�������������'�����D�Q�G���������*�����Z�H�U�H���D�P�R�Q�J���W�K�H���P�R�V�W��
�H
u�H�F�W�L�Y�H�����Z�L�W�K���D�Q���,�&�����������������—�0�����5�H�V�X�O�W�V���D�U�H���V�K�R�Z�Q���D�V���W�K�H���P�H�D�Q��
�“���6�(�0����n��� �����������
�
�
��p������������������

�)�L�J�X�U�H���������(
u�H�F�W�V���R�I�������W�R�S���K�L�W���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���R�Q���F�H�O�O���Y�L�D�E�L�O�L�W�\����A.���0�&�)�����K�X�P�D�Q���E�U�H�D�V�W���F�D�Q�F�H�U���F�H�O�O�V����B.���K�7�(�5�7���%�-�����Q�R�U�P�D�O���K�X�P�D�Q��
�¿�E�U�R�E�O�D�V�W�V���� �7�K�H�� �6�5�%�� �D�V�V�D�\�� �Z�D�V�� �S�H�U�I�R�U�P�H�G�� �D�I�W�H�U�� ������ �K�R�X�U�V�� �R�I�� �W�U�H�D�W�P�H�Q�W���� �1�R�W�H�� �W�K�D�W�� �������*���� �K�D�V�� �Q�R�� �H
u�H�F�W�� �R�Q�� �Q�R�U�P�D�O�� �¿�E�U�R�E�O�D�V�W�V�� �D�W�� ���� �—�0����
�+�R�Z�H�Y�H�U�����D�W���W�K�H���V�D�P�H���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�����������*�����U�H�G�X�F�H�V���W�K�H���Y�L�D�E�L�O�L�W�\���R�I���0�&�)�����E�U�H�D�V�W���F�D�Q�F�H�U���F�H�O�O�V���E�\���!�������������7�K�X�V�����������*�����V�K�R�Z�V���D���G�H�J�U�H�H���R�I��
�V�H�O�H�F�W�L�Y�L�W�\���I�R�U���F�D�Q�F�H�U���F�H�O�O�V�����5�H�V�X�O�W�V���D�U�H���V�K�R�Z�Q���D�V���P�H�D�Q���“���6�(�0����n��� �����������
�
�
��p���������������������
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�)�L�J�X�U�H���������(
u�H�F�W�V���R�I���F�R�P�S�R�X�Q�G���������*�����R�Q���W�K�H���P�H�W�D�E�R�O�L�F���D�F�W�L�Y�L�W�\���R�I���0�&�)�����K�X�P�D�Q���E�U�H�D�V�W���F�D�Q�F�H�U���F�H�O�O�V����Oxygen consumption 
�U�D�W�H�����2�&�5�����D�Q�G���H�[�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�U���D�F�L�G�L�¿�F�D�W�L�R�Q���U�D�W�H�����(�&�$�5�����Z�D�V���P�H�D�V�X�U�H�G���X�V�L�Q�J���W�K�H���6�H�D�K�R�U�V�H���;�)�H�������0�H�W�D�E�R�O�L�F���)�O�X�[���$�Q�D�O�\�]�H�U�����7�K�H�Q���G�D�W�D���Z�H�U�H��
�Q�R�U�P�D�O�L�]�H�G���W�R���S�U�R�W�H�L�Q���F�R�Q�W�H�Q�W�����6�5�%���D�V�V�D�\�������1�R�W�H���W�K�D�W���������*�����W�U�H�D�W�P�H�Q�W���U�H�G�X�F�H�G���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O���U�H�V�S�L�U�D�W�L�R�Q���V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�W�O�\���H�Y�H�Q���D�W���D���G�R�V�H���D�V���O�R�Z��
as 500 nM (see panel A.�����E�\���P�D�U�N�H�G�O�\���G�H�F�U�H�D�V�L�Q�J���E�D�V�D�O���D�Q�G���P�D�[�L�P�D�O���U�H�V�S�L�U�D�W�L�R�Q�����D�V���Z�H�O�O���D�V���$�7�3���S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�����S�D�Q�H�O��C.�������7�U�H�D�W�P�H�Q�W���Z�L�W�K���W�K�H��
highest dose (2.5 µM) resulted in increased glycolysis (panels B.����D.�������0�&�)�����F�H�O�O�V���Z�H�U�H���W�U�H�D�W�H�G���Z�L�W�K���������*�����F�R�P�S�R�X�Q�G���I�R�U���������K�R�X�U�V�����5�H�V�X�O�W�V��
�D�U�H���V�K�R�Z�Q���D�V���P�H�D�Q���“���6�(�0����n��� �����������
��p�������������������
�
��p�������������������
�
�
��p������������������

�)�L�J�X�U�H�������� �(
u�H�F�W�V���R�I�� �F�R�P�S�R�X�Q�G���������'���� �R�Q���P�H�W�D�E�R�O�L�F���D�F�W�L�Y�L�W�\�� �R�I�� �0�&�)���� �K�X�P�D�Q���E�U�H�D�V�W���F�D�Q�F�H�U���F�H�O�O�V����Oxygen consumption 
�U�D�W�H�� ���2�&�5���� �D�Q�G�� �H�[�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�U�� �D�F�L�G�L�¿�F�D�W�L�R�Q�� �U�D�W�H�� ���(�&�$�5���� �Z�D�V�� �P�H�D�V�X�U�H�G�� �X�V�L�Q�J�� �W�K�H�� �6�H�D�K�R�U�V�H�� �;�)�H������ �0�H�W�D�E�R�O�L�F�� �)�O�X�[���$�Q�D�O�\�]�H�U���� �7�K�H�Q�� �G�D�W�D��
�Z�H�U�H�� �Q�R�U�P�D�O�L�]�H�G�� �W�R�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �F�R�Q�W�H�Q�W�� ���6�5�%�� �D�V�V�D�\������ �1�R�W�H�� �W�K�D�W�� �W�U�H�D�W�P�H�Q�W�� �Z�L�W�K�� �F�R�P�S�R�X�Q�G�� �������'���� ���������� �—�0���� �V�K�R�Z�H�G�� �D�� �P�D�U�N�H�G�� �L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �R�I��
mitochondrial respiration (see panels A.����C.�������7�K�H���V�D�P�H���G�R�V�H���V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�W�O�\���U�H�G�X�F�H�G���J�O�\�F�R�O�\�V�L�V�����S�D�Q�H�O�V��B.����D.�������0�&�)�����F�H�O�O�V���Z�H�U�H���W�U�H�D�W�H�G���Z�L�W�K��
�F�R�P�S�R�X�Q�G���������'�����I�R�U���������K�R�X�U�V�����5�H�V�X�O�W�V���D�U�H���V�K�R�Z�Q���D�V���P�H�D�Q���“���6�(�0����n��� �����������
��p�������������������
�
��p�������������������
�
�
��p������������������
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�F�H�O�O�V�� ���)�L�J�X�U�H�� �������� �$�O�V�R���� �������*���� �L�V�� �W�K�H�� �P�R�V�W�� �S�R�W�H�Q�W�� �K�L�W��
�F�R�P�S�R�X�Q�G�� �W�K�D�W�� �H
u�H�F�W�L�Y�H�O�\�� �U�H�G�X�F�H�V�� �P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O�� �$�7�3��
�O�H�Y�H�O�V�� �D�Q�G�� �L�Q�G�X�F�H�V�� �J�O�\�F�R�O�\�V�L�V���� �0�R�V�W�� �L�P�S�R�U�W�D�Q�W�O�\���� �R�X�U��
results provide the necessary proof-of-concept that new 
�P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V�� �F�D�Q�� �E�H�� �U�D�S�L�G�O�\�� �G�H�Y�H�O�R�S�H�G���� �E�\��
combining in silico drug design with phenotypic drug 
screening. 

Novel mitochondrial inhibitors function as broad-
spectrum antibiotics 

As mitochondria originally evolved from aerobic 
�E�D�F�W�H�U�L�D�����R�Y�H�U���P�L�O�O�L�R�Q�V���R�I���\�H�D�U�V���R�I���H�Y�R�O�X�W�L�R�Q�����Z�H���V�S�H�F�X�O�D�W�H�G��

that these new mitochondrial inhibitors would also behave 
as novel antibiotics. 

�7�R���W�H�V�W���W�K�L�V���K�\�S�R�W�K�H�V�L�V���G�L�U�H�F�W�O�\�����Z�H���V�H�O�H�F�W�H�G�������W�R�S���K�L�W��
�F�R�P�S�R�X�Q�G�V�����������)�������������'�����D�Q�G���������*�������D�Q�G���H�[�D�P�L�Q�H�G���W�K�H�L�U��
anti-microbial activity against two gram-positive bacterial 
strains (�6�W�D�S�K���� �D�X�U�H�X�V�� �D�Q�G�� �6�W�U�H�S���� �S�\�R�J�H�Q�H�V) and three 
gram-negative bacterial strains (�(���� �F�R�O�L���� �3���� �D�H�U�X�J�L�Q�R�V�D����
�.�����S�Q�H�X�P�R�Q�L�D�H�������D�V���Z�H�O�O���D�V���W�K�H���S�D�W�K�R�J�H�Q�L�F���\�H�D�V�W���V�W�U�D�L�Q��C. 
albicans. 

�7�K�H�� �L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �U�D�W�L�R�V�� �R�I�� �W�K�H�� �V�H�O�H�F�W�H�G�� �F�R�P�S�R�X�Q�G�V����
�D�J�D�L�Q�V�W�� �S�D�W�K�R�J�H�Q�L�F�� �V�W�U�D�L�Q�V���� �Z�H�U�H�� �F�D�O�F�X�O�D�W�H�G�� �E�\�� �V�H�U�L�D�O��
�G�L�O�X�W�L�R�Q���� �7�K�H�� �D�Y�H�U�D�J�H�� �R�I�� �W�K�U�H�H�� �L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �]�R�Q�H�� �G�L�D�P�H�W�H�U��
�P�H�D�V�X�U�H�P�H�Q�W�V���Z�D�V���F�R�P�S�D�U�H�G���D�J�D�L�Q�V�W���F�R�P�P�H�U�F�L�D�O���G�U�X�J�V����
�X�V�L�Q�J���W�K�H���.�L�U�E�\���%�D�X�H�U���P�H�W�K�R�G����

�7�D�E�O�H���������*�U�D�P���3�R�V�L�W�L�Y�H���%�D�F�W�H�U�L�D�O���$�Q�W�L�E�L�R�W�L�F���6�H�Q�V�L�W�Lvity. 

�7�K�H���D�Q�W�L���E�D�F�W�H�U�L�D�O���D�F�W�L�Y�L�W�\���R�I���W�K�U�H�H���K�L�W���F�R�P�S�R�X�Q�G�V�����������)�������������'�����D�Q�G���������*�������Z�D�V���F�R�P�S�D�U�H�G���W�R���N�Q�R�Z�Q���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V�����D�F�U�R�V�V���W�Z�R��
�G�L
u�H�U�H�Q�W���J�U�D�P���S�R�V�L�W�L�Y�H���E�D�F�W�H�U�L�D�O���V�W�U�D�L�Q�V�����6�W�D�S�K�����D�X�U�H�X�V���D�Q�G���6�W�U�H�S�����S�\�R�J�H�Q�H�V�������6�����V�H�Q�V�L�W�L�Y�H�����,�����L�Q�W�H�U�P�H�G�L�D�W�H�����5�����U�H�V�L�V�W�D�Q�W����
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�7�D�E�O�H���������*�U�D�P���1�H�J�D�W�L�Y�H���%�D�F�W�H�U�L�D�O���$�Q�W�L�E�L�R�W�L�F���6�H�Q�V�L�W�L�Y�L�W�\��

�7�K�H���D�Q�W�L���E�D�F�W�H�U�L�D�O���D�F�W�L�Y�L�W�\���R�I���W�K�U�H�H���K�L�W���F�R�P�S�R�X�Q�G�V�����������)�������������'�����D�Q�G���������*�������Z�D�V���F�R�P�S�D�U�H�G���W�R���N�Q�R�Z�Q���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V�����D�F�U�R�V�V���W�K�U�H�H��
�G�L
u�H�U�H�Q�W���J�U�D�P���Q�H�J�D�W�L�Y�H���E�D�F�W�H�U�L�D�O���V�W�U�D�L�Q�V����E. coli�����3�����D�H�U�X�J�L�Q�R�V�D�����.�����S�Q�H�X�P�R�Q�L�D�H���������6�����V�H�Q�V�L�W�L�Y�H�����,�����L�Q�W�H�U�P�H�G�L�D�W�H�����5�����U�H�V�L�V�W�D�Q�W��

�7�D�E�O�H���������0�L�Q�L�P�X�P���,�Q�K�L�E�L�W�R�U�\���&�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V�����0�,�&�����������%�D�F�W�H�U�L�D�O���6�W�U�D�L�Q�V���D�Q�G�������3�D�W�K�R�J�H�Q�L�F���<�H�D�V�W��

�7�K�H���D�Q�W�L���P�L�F�U�R�E�L�D�O���D�F�W�L�Y�L�W�\���R�I���W�K�U�H�H���K�L�W���F�R�P�S�R�X�Q�G�V�����������)�������������'�����D�Q�G���������*�������Z�D�V���F�R�P�S�D�U�H�G���W�R���N�Q�R�Z�Q���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V�����X�V�L�Q�J���¿�Y�H��
�G�L
u�H�U�H�Q�W���E�D�F�W�H�U�L�D�O���V�W�U�D�L�Q�V�����6�W�D�S�K�����D�X�U�H�X�V�����6�W�U�H�S�����S�\�R�J�H�Q�H�V����E. coli�����3�����D�H�U�X�J�L�Q�R�V�D�����.�����S�Q�H�X�P�R�Q�L�D�H) and one pathogenic yeast/
fungus (C. albicans�������1�R�W�H���W�K�D�W���F�R�P�S�R�X�Q�G���������*�����V�K�R�Z�H�G���W�K�H���J�U�H�D�W�H�V�W���E�U�R�D�G���V�S�H�F�W�U�X�P���D�F�W�L�Y�L�W�\���D�Q�G���S�R�W�H�Q�F�\�����D�V���F�R�P�S�D�U�H�G���Z�L�W�K��
�F�R�P�S�R�X�Q�G���������)�����D�Q�G���������'����
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�)�L�Q�D�O�� �L�Q�W�H�U�S�U�H�W�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�H�� �P�H�D�V�X�U�H�P�H�Q�W�V�� �H�Q�D�E�O�H�G��
all of the bacterial strains tested to be grouped into three 
�F�D�W�H�J�R�U�L�H�V�� ���6�H�Q�V�L�W�L�Y�H���� �,�Q�W�H�U�P�H�G�L�D�W�H�� �D�Q�G�� �5�H�V�L�V�W�D�Q�W���� �D�V��
�V�X�P�P�D�U�L�]�H�G���L�Q���7�D�E�O�H�������D�Q�G���������1�R���J�U�R�Z�W�K���L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q���Z�D�V��
�V�H�H�Q���L�Q���W�K�H���F�R�Q�W�U�R�O�����'�0�6�2�������G�D�W�D���Q�R�W���V�K�R�Z�Q�������7�D�E�O�H�V�������D�Q�G��
�����L�O�O�X�V�W�U�D�W�H���W�K�D�W���D�O�O���¿�Y�H���E�D�F�W�H�U�L�D�O���V�W�U�D�L�Q�V���W�H�V�W�H�G���D�U�H���V�H�Q�V�L�W�L�Y�H��
�W�R���W�K�H�������K�L�W���F�R�P�S�R�X�Q�G�V�����������)�������������'�����D�Q�G���������*��������

�7�K�H�U�H�I�R�U�H���� �L�Q�� �R�U�G�H�U�� �W�R�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�H�� �W�K�H�� �P�L�Q�L�P�D�O��
�L�Q�K�L�E�L�W�R�U�\�� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�� ���0�,�&���� �I�R�U�� �������)������ �������'���� �D�Q�G��
�������*������ �W�K�H�� �E�U�R�W�K�� �G�L�O�X�W�L�R�Q�� �P�H�W�K�R�G�� �Z�D�V�� �S�H�U�I�R�U�P�H�G���� �$�V��
�H�[�S�H�F�W�H�G���� �W�K�H�� �0�,�&�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�D�W�L�R�Q�� �U�H�V�X�O�W�V�� �Z�H�U�H�� �L�Q�� �J�R�R�G��
�D�J�U�H�H�P�H�Q�W�� �Z�L�W�K�� �W�K�H�� �G�L�V�F���G�L
u�X�V�L�R�Q�� �V�X�V�F�H�S�W�L�E�L�O�L�W�\�� �W�H�V�W����
�7�D�E�O�H�������V�K�R�Z�V���W�K�H���0�,�&���G�H�W�H�U�P�L�Q�D�W�L�R�Q���U�H�V�X�O�W�V���R�E�W�D�L�Q�H�G���D�V��
�F�R�P�S�D�U�H�G���W�R���N�Q�R�Z�Q���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V�����D�J�D�L�Q�V�W���W�K�H���W�H�V�W�H�G���E�D�F�W�H�U�L�D�O��
strains and C. albicans�����,�P�S�R�U�W�D�Q�W�O�\�����Q�R�W�H���W�K�D�W���F�R�P�S�R�X�Q�G��
�������*���� �V�K�R�Z�H�G���W�K�H���J�U�H�D�W�H�V�W���E�U�R�D�G���V�S�H�F�W�U�X�P���D�F�W�L�Y�L�W�\�� �D�Q�G��
�S�R�W�H�Q�F�\�����D�V���F�R�P�S�D�U�H�G���Z�L�W�K���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���������)�����D�Q�G���������'����

�)�L�Q�D�O�O�\���� �7�D�E�O�H�� ���� �V�K�R�Z�V�� �W�K�D�W�� �0�H�W�K�L�F�L�O�O�L�Q���U�H�V�L�V�W�D�Q�W��
�6�W�D�S�K�\�O�R�F�R�F�F�X�V�� �D�X�U�H�X�V�� ���0�5�6�$���� �L�V�� �D�O�V�R�� �V�H�Q�V�L�W�L�Y�H�� �W�R�� ������
�*���� �D�Q�G�� �������'�������:�H�� �F�R�Q�¿�U�P�H�G�� �W�K�D�W���W�K�L�V�� �V�W�U�D�L�Q�� �R�I�� �0�5�6�$��
�Z�D�V�� �L�Q�G�H�H�G�� �U�H�V�L�V�W�D�Q�W�� �W�R�� �D�P�R�[�L�F�L�O�O�L�Q���� �D�V�� �S�U�H�G�L�F�W�H�G���� �7�K�X�V����

it is possible to successfully use this new drug discovery 
�V�W�U�D�W�H�J�\�� �H�P�S�O�R�\�L�Q�J�� �K�X�P�D�Q�� �F�D�Q�F�H�U�� �F�H�O�O�V���� �W�R�� �L�V�R�O�D�W�H�� �Q�H�Z��
�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V���W�K�D�W���F�D�Q���W�D�U�J�H�W���G�U�X�J���U�H�V�L�V�W�D�Q�W���E�D�F�W�H�U�L�D�����V�X�F�K���D�V��
MRSA. 

DISCUSSION

Discovery of the mitoriboscins: targeting the 
mitochondrial ribosome

�+�H�U�H�����Z�H���K�D�Y�H���X�V�H�G���V�W�D�W�H���R�I���W�K�H���D�U�W���F�R�P�S�X�W�D�W�L�R�Q�D�O��
chemistry to select novel compounds that bind to the 
���'�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�� �R�I�� �W�K�H�� �O�D�U�J�H�� �V�X�E�X�Q�L�W�� �R�I�� �W�K�H�� �P�D�P�P�D�O�L�D�Q��
�P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O�� �U�L�E�R�V�R�P�H���� �2�X�W�� �R�I�� �W�K�H�� �������������� �F�R�P�S�R�X�Q�G�V��
�W�H�V�W�H�G���� �D�S�S�U�R�[�L�P�D�W�H�O�\�� �������� �V�K�R�Z�H�G�� �S�U�R�P�L�V�L�Q�J�� �U�H�V�X�O�W�V����
�\�L�H�O�G�L�Q�J�� �D�� �K�L�W�� �U�D�W�H�� �R�I�� �������� �7�R�� �Y�D�O�L�G�D�W�H�� �W�K�H�L�U�� �I�X�Q�F�W�L�R�Q�D�O��
ability to target mitochondria in vivo�����Z�H���Q�H�[�W���S�H�U�I�R�U�P�H�G��
phenotypic drug screening in human breast cancer cells 
���0�&�)�����F�H�O�O�V�������8�V�L�Q�J���W�K�L�V���D�S�S�U�R�D�F�K�����Z�H���V�H�O�H�F�W�H�G���W�K�H���W�R�S��

�)�L�J�X�U�H�� ������ �(
u�H�F�W�V�� �R�I�� �F�R�P�S�R�X�Q�G�� �������)���� �R�Q�� �P�H�W�D�E�R�O�L�F�� �D�F�W�L�Y�L�W�\�� �R�I�� �0�&�)���� �K�X�P�D�Q�� �E�U�H�D�V�W���F�D�Q�F�H�U�� �F�H�O�O�V����Oxygen consumption 
�U�D�W�H�� ���2�&�5���� �D�Q�G�� �H�[�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�U�� �D�F�L�G�L�¿�F�D�W�L�R�Q�� �U�D�W�H�� ���(�&�$�5���� �Z�D�V�� �P�H�D�V�X�U�H�G�� �X�V�L�Q�J�� �W�K�H�� �6�H�D�K�R�U�V�H�� �;�)�H������ �0�H�W�D�E�R�O�L�F�� �)�O�X�[���$�Q�D�O�\�]�H�U���� �7�K�H�Q�� �G�D�W�D��
�Z�H�U�H�� �Q�R�U�P�D�O�L�]�H�G�� �W�R�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �F�R�Q�W�H�Q�W�� ���6�5�%�� �D�V�V�D�\������ �7�U�H�D�W�P�H�Q�W�� �Z�L�W�K�� �F�R�P�S�R�X�Q�G�� �������)���� �V�K�R�Z�H�G�� �G�R�V�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �U�H�G�X�F�W�L�R�Q�� �R�I�� �P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O��
�U�H�V�S�L�U�D�W�L�R�Q�����Z�K�L�F�K���Z�D�V���K�L�J�K�H�V�W���D�W�����������—�0�����S�D�Q�H�O�V��A.����C.). Inhibition of glycolysis was detected after treatment at the highest concentration 
�����������—�0�����R�I���������)�������0�&�)�����F�H�O�O�V���Z�H�U�H���W�U�H�D�W�H�G���Z�L�W�K���F�R�P�S�R�X�Q�G���������)�����I�R�U���������K�R�X�U�V�����5�H�V�X�O�W�V���D�U�H���V�K�R�Z�Q���D�V���P�H�D�Q���“���6�(�0����n��� �����������
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�
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�
�
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�������K�L�W���F�R�P�S�R�X�Q�G�V������������������� �����������W�K�D�W���H
u�H�F�W�L�Y�H�O�\���G�H�S�O�H�W�H�G��
�F�H�O�O�X�O�D�U���$�7�3���O�H�Y�H�O�V�����7�K�H�V�H���W�R�S���������K�L�W���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���Z�H�U�H���W�K�H�Q��
�V�X�E�M�H�F�W�H�G���W�R���I�X�U�W�K�H�U���Y�D�O�L�G�D�W�L�R�Q���X�V�L�Q�J���W�K�H���6�H�D�K�R�U�V�H���;�)�H��������
to measure mitochondrial oxygen consumption and 
�J�O�\�F�R�O�\�V�L�V�����7�K�L�V���D�S�S�U�R�D�F�K���D�O�O�R�Z�H�G���X�V���W�R���U�D�Q�N���R�U�G�H�U���W�K�H�V�H��
�W�R�S���������K�L�W�V�����L�G�H�Q�W�L�I�\�L�Q�J���W�K�H���F�R�P�S�R�X�Q�G���������*�����D�V���W�K�H���P�R�V�W��
�S�R�W�H�Q�W����������������������� ������������������� �����������������������1�R�W�D�E�O�\�����������*����
�L�Q�K�L�E�L�W�H�G���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O���$�7�3���S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q���L�Q���0�&�)�����F�H�O�O�V����
�Z�L�W�K�� �D�Q�� �,�&�������� �R�I�� �D�S�S�U�R�[�L�P�D�W�H�O�\�� �������� �Q�0���� �5�H�P�D�U�N�D�E�O�\����

�������*���� �V�K�R�Z�H�G�� �Q�R�� �F�\�W�R�W�R�[�L�F�L�W�\�� �D�J�D�L�Q�V�W�� �Q�R�U�P�D�O�� �K�X�P�D�Q��
�¿�E�U�R�E�O�D�V�W�V�����H�Y�H�Q���D�W���D���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���������—�0�����W�K�D�W���U�H�G�X�F�H�G��
�F�D�Q�F�H�U���F�H�O�O���Y�L�D�E�L�O�L�W�\���E�\���!�������������)�L�J�X�U�H�����������,�P�S�R�U�W�D�Q�W�O�\�����W�K�H��
�W�R�S���K�L�W���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���W�K�D�W���Z�H���L�G�H�Q�W�L�¿�H�G���D�O�V�R���S�R�W�H�Q�W�O�\���L�Q�K�L�E�L�W�H�G��
�&�6�&���S�U�R�S�D�J�D�W�L�R�Q���D�Q�G���F�D�Q�F�H�U���F�H�O�O���P�L�J�U�D�W�L�R�Q�����D�O�O���L�Q���W�K�H���O�R�Z��
�P�L�F�U�R���P�R�O�D�U���U�D�Q�J�H�����)�L�Q�D�O�O�\�����Z�H���D�O�V�R���V�K�R�Z�H�G���W�K�D�W�������R�I���W�K�H�V�H��
�W�R�S���K�L�W���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���D�O�V�R���E�H�K�D�Y�H���D�V���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V�����L�Q�K�L�E�L�W�L�Q�J��
�W�K�H���J�U�R�Z�W�K���R�I���S�D�W�K�R�J�H�Q�L�F���E�D�F�W�H�U�L�D���D�Q�G���\�H�D�V�W�����,�P�S�R�U�W�D�Q�W�O�\����
�������*���� �D�Q�G�� �������'���� �Z�H�U�H�� �D�O�V�R�� �H
u�H�F�W�L�Y�H�� �D�J�D�L�Q�V�W�� �0�5�6�$����

�)�L�J�X�U�H�����������&�R�P�S�D�U�D�W�L�Y�H���P�H�W�D�E�R�O�L�F���À�X�[���D�Q�D�O�\�V�L�V���R�I���W�K�H���W�R�S���������K�L�W���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���L�Q���0�&�)�����F�H�O�O�V����A. Maximal respiration. B. 
�$�7�3���S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�����0�H�D�V�X�U�H�P�H�Q�W�V���Z�H�U�H���P�D�G�H���D�I�W�H�U���������K�R�X�U�V���R�I���W�U�H�D�W�P�H�Q�W���R�I���0�&�)�����F�H�O�O�V���Z�L�W�K���D���J�L�Y�H�Q���F�R�P�S�R�X�Q�G�����D�W���D���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���R�I���������0����
�1�R�W�H���W�K�D�W���F�R�P�S�R�X�Q�G���������*�����P�R�V�W���V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�W�O�\���U�H�G�X�F�H�V���E�R�W�K���L�����$�7�3���S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�����E�\���!�������������D�Q�G���L�L�����P�D�[�L�P�D�O���U�H�V�S�L�U�D�W�L�R�Q�����E�\���!���������������2�[�\�J�H�Q��
�F�R�Q�V�X�P�S�W�L�R�Q�� �U�D�W�H�V�� ���2�&�5���� �Z�H�U�H�� �P�H�D�V�X�U�H�G�� �X�V�L�Q�J�� �W�K�H�� �6�H�D�K�R�U�V�H�� �;�)�H������ �D�Q�G�� �W�K�H�Q�� �G�D�W�D�� �Z�H�U�H�� �Q�R�U�P�D�O�L�]�H�G�� �I�R�U�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �F�R�Q�W�H�Q�W�� ���6�5�%�� �D�V�V�D�\������
�0�D�[�L�P�D�O���U�H�V�S�L�U�D�W�L�R�Q���D�Q�G���$�7�3���O�L�Q�N�H�G���U�H�V�S�L�U�D�W�L�R�Q���G�D�W�D���Z�H�U�H���F�D�O�F�X�O�D�W�H�G�����Q�R�U�P�D�O�L�]�H�G���W�R���F�R�Q�W�U�R�O���Y�D�O�X�H�V���D�Q�G���Z�H�U�H���S�O�R�W�W�H�G���D�V���S�H�U�F�H�Q�W���F�R�Q�W�U�R�O����
�5�H�V�X�O�W�V���D�U�H���V�K�R�Z�Q���D�V���P�H�D�Q���“���6�(�0����n��� �����������
��p�������������������
�
��p�������������������
�
�
��p��������������������

�)�L�J�X�U�H�����������(
u�H�F�W�V���R�I�������W�R�S���K�L�W���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���R�Q���F�H�O�O���P�L�J�U�D�W�L�R�Q�����0�'�$���0�%�����������F�H�O�O�V���Z�H�U�H���V�X�E�M�H�F�W�H�G���W�R���F�H�O�O���P�L�J�U�D�W�L�R�Q���D�V�V�D�\�V����������
�*�������������)�����D�Q�G���������'�����D�O�O���V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�W�O�\���U�H�G�X�F�H�G���F�H�O�O���P�L�J�U�D�W�L�R�Q�����D�W���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V���R�I�������D�Q�G�����������—�0�����0�R�U�H���V�S�H�F�L�¿�F�D�O�O�\�����������*�������������'�����D�Q�G��������
�)�����L�Q�K�L�E�L�W�H�G���F�H�O�O���P�L�J�U�D�W�L�R�Q���E�\���!�������������D�W���D���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���R�I�����������—�0��
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�7�K�X�V�����Z�H���S�U�R�S�R�V�H���W�K�H���Q�H�Z���W�H�U�P���P�L�W�R�U�L�E�R�V�F�L�Q�V�����W�R���G�H�V�F�U�L�E�H��
�W�K�H�V�H���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O���U�H�O�D�W�H�G���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V�����0�R�U�H�R�Y�H�U�����W�K�H������
�F�O�D�V�V�H�V���R�I���P�L�W�R�U�L�E�R�V�F�L�Q�V���W�K�D�W���Z�H���G�H�V�F�U�L�E�H���K�H�U�H�����Z�H���K�D�Y�H��
�G�H�V�L�J�Q�D�W�H�G���D�V���������P�L�W�R�U�L�E�R�F�\�F�O�L�Q�H�V�����������P�L�W�R�U�L�E�R�P�\�F�L�Q�V����������
�P�L�W�R�U�L�E�R�V�S�R�U�L�Q�V���D�Q�G�������� �P�L�W�R�U�L�E�R�À�R�[�L�Q�V�����)�L�J�X�U�H�������������:�H��
�J�H�Q�H�U�D�O�O�\���G�H�¿�Q�H���P�L�W�R�U�L�E�R�V�F�L�Q�V���D�V���D�Q�\���V�P�D�O�O���P�R�O�H�F�X�O�H���W�K�D�W��
�E�L�Q�G�V���W�R���W�K�H���P�L�W�R�U�L�E�R�V�R�P�H�����O�D�U�J�H���R�U���V�P�D�O�O���V�X�E�X�Q�L�W�V�����D�Q�G�����D�V��
�D���F�R�Q�V�H�T�X�H�Q�F�H�����L�Q�K�L�E�L�W�V���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O���I�X�Q�F�W�L�R�Q��

�$�O�W�K�R�X�J�K���W�K�H���Q�R�Y�H�O���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���W�K�D�W���Z�H���L�G�H�Q�W�L�¿�H�G��
�K�H�U�H�� �D�U�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�H�O�\�� �S�R�W�H�Q�W���� �Z�H�� �H�Q�Y�L�V�L�R�Q�� �W�K�D�W�� �I�X�U�W�K�H�U��

�P�R�G�L�¿�F�D�W�L�R�Q�V�� �Z�L�O�O�� �E�H�� �U�H�T�X�L�U�H�G�� �W�R�� �E�H�W�W�H�U�� �R�S�W�L�P�L�]�H�� �W�K�H�L�U��
ability to i) disrupt mitochondria in CSCs and ii) to 
�K�D�O�W���W�K�H�� �J�U�R�Z�W�K�� �R�I�� �P�L�F�U�R���R�U�J�D�Q�L�V�P���V������ �I�R�U�� �W�K�H�� �W�U�H�D�W�P�H�Q�W��
of oncologic and infectious diseases respectively. 
�1�H�Y�H�U�W�K�H�O�H�V�V�����R�X�U���U�H�V�X�O�W�V���S�U�R�Y�L�G�H���W�K�H���Q�H�F�H�V�V�D�U�\���S�U�R�R�I���R�I��
principle that it is possible to identify new antibiotics to 
�W�D�U�J�H�W���S�D�W�K�R�J�H�Q�L�F���E�D�F�W�H�U�L�D���D�Q�G���\�H�D�V�W�����E�\���H�P�S�O�R�\�L�Q�J���$�7�3��
production in human cancer cells as a simple phenotypic 
�V�F�U�H�H�Q�L�Q�J���W�R�R�O�����)�L�J�X�U�H������������

�)�L�J�X�U�H�����������0�L�W�R�U�L�E�R�V�F�L�Q�V�����)�R�X�U���Q�H�Z���F�O�D�V�V�H�V���R�I���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V�����7�K�H���V�W�U�X�F�W�X�U�H�V���R�I���������*�������������)�������������'�����D�Q�G���������+�����D�U�H��
�V�K�R�Z�Q�����Z�K�L�F�K���Q�R�Z���G�H�¿�Q�H�������Q�H�Z�O�\���G�L�V�F�R�Y�H�U�H�G���F�O�D�V�V�H�V���R�I���V�P�D�O�O���P�R�O�H�F�X�O�H�V�����7�K�H�V�H���Q�R�Y�H�O���P�R�O�H�F�X�O�H�V���Z�H�U�H���L�G�H�Q�W�L�¿�H�G���E�H�F�D�X�V�H���R�I���W�K�H�L�U���V�W�U�X�F�W�X�U�D�O��
�D�Q�G���I�X�Q�F�W�L�R�Q�D�O���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�\���D�F�W�L�Y�L�W�\���L�Q���K�X�P�D�Q���F�D�Q�F�H�U���F�H�O�O�V�����$�V���V�X�F�K�����W�K�L�V���F�R�Q�Y�H�U�J�H�Q�W���V�F�U�H�H�Q�L�Q�J���D�S�S�U�R�D�F�K���Z�L�O�O���X�Q�G�R�X�E�W�H�G�O�\���\�L�H�O�G��
�R�W�K�H�U���F�O�D�V�V�H�V���R�I���Q�H�Z���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V�����D�V���Z�H�O�O���Q�R�Y�H�O���D�Q�W�L���F�D�Q�F�H�U���D�J�H�Q�W�V�����:�H���V�S�H�F�L�¿�F�D�O�O�\���G�H�¿�Q�H���P�L�W�R�U�L�E�R�V�F�L�Q�V���D�V���D�Q�\���V�P�D�O�O���P�R�O�H�F�X�O�H���W�K�D�W���E�L�Q�G�V���W�R��
�W�K�H���P�L�W�R�U�L�E�R�V�R�P�H�����O�D�U�J�H���R�U���V�P�D�O�O���V�X�E�X�Q�L�W�V�������W�K�L�V���E�L�Q�G�L�Q�J���D�F�W�L�Y�L�W�\���X�O�W�L�P�D�W�H�O�\���L�Q�K�L�E�L�W�V���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O���I�X�Q�F�W�L�R�Q��

�7�D�E�O�H���������0�L�Q�L�P�X�P���,�Q�K�L�E�L�W�R�U�\���&�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V�����0�,�&�������0�5�6�$���Y�H�U�V�X�V���0�6�6�$��

�7�K�H���D�Q�W�L���P�L�F�U�R�E�L�D�O���D�F�W�L�Y�L�W�\���R�I���W�K�U�H�H���K�L�W���F�R�P�S�R�X�Q�G�V�����������)�������������'�����D�Q�G���������*�������Z�D�V���F�R�P�S�D�U�H�G���W�R���N�Q�R�Z�Q��
�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V�����X�V�L�Q�J���W�Z�R���G�L
u�H�U�H�Q�W���E�D�F�W�H�U�L�D�O���V�W�U�D�L�Q�V���R�I���6�W�D�S�K�����D�X�U�H�X�V������MRSA (methicillin-resistant Staph. 
�D�X�U�H�X�V����and MSSA (methicillin-sensitive���6�W�D�S�K�����D�X�U�H�X�V�������1�R�W�H���W�K�D�W���0�5�6�$���L�V���U�H�V�L�V�W�D�Q�W���W�R���D�P�R�[�L�F�L�O�O�L�Q����
as expected.
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The mitoribosins: therapeutic use to combat 
ageing and extend healthspan

�,�Q�W�H�U�H�V�W�L�Q�J�O�\���� �J�H�Q�H�W�L�F�� �L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �R�I�� �P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O��
�S�U�R�W�H�L�Q���W�U�D�Q�V�O�D�W�L�R�Q���K�D�V���D�O�V�R���E�H�H�Q���V�K�R�Z�Q���W�R���K�D�Y�H���E�H�Q�H�¿�F�L�D�O��
�³�V�L�G�H���H
u�H�F�W�V�´�����V�X�F�K���D�V���W�K�H���H
u�H�F�W�L�Y�H���V�O�R�Z�L�Q�J���R�I���W�K�H���D�J�L�Q�J��
process and increased lifespan in model organisms. 
�+�R�X�W�N�R�R�S�H�U�� �H�W�� �D�O������ ������������ �V�K�R�Z�H�G�� �W�K�D�W�� �O�R�Z�H�U�� �V�W�H�D�G�\��
state levels of Mrps5 (a mitoribosomal protein) were 
strongly functionally correlated with longer murine 
�O�L�I�H�V�S�D�Q�����U�H�V�X�O�W�L�Q�J���L�Q���D���V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�W���L�Q�F�U�H�D�V�H���R�I���a���������G�D�\�V��
�>�����@���� �,�Q�� �D�G�G�L�W�L�R�Q���� �V�H�O�H�F�W�L�Y�H���N�Q�R�F�N���G�R�Z�Q���R�I�� �0�U�S�V���� �L�Q��C. 
�H�O�H�J�D�Q�V�� �G�U�D�P�D�W�L�F�D�O�O�\�� �L�Q�F�U�H�D�V�H�G�� �O�L�I�H�V�S�D�Q���� �,�P�S�R�U�W�D�Q�W�O�\����
�0�U�S�V�����N�Q�R�F�N���G�R�Z�Q���Z�R�U�P�V���V�K�R�Z�H�G���V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�W���G�H�F�U�H�D�V�H�V��
�L�Q�� �P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O�� �U�H�V�S�L�U�D�W�L�R�Q�� �D�Q�G�� �$�7�3�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �>�����@����
�6�L�P�L�O�D�U�O�\���� �N�Q�R�F�N���G�R�Z�Q�� �R�I�� �W�K�H�� �Z�R�U�P�� �K�R�P�R�O�R�J�V�� �R�I��
�P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O���F�R�P�S�O�H�[���,�����,�,�,�����,�9���D�Q�G���9�����D�V���Z�H�O�O���D�V���V�H�Y�H�U�D�O��
�7�&�$���F�\�F�O�H���H�Q�]�\�P�H�V�����D�O�O���U�R�E�X�V�W�O�\���H�[�W�H�Q�G�H�G���O�L�I�H�V�S�D�Q�����I�X�U�W�K�H�U��
�L�P�S�O�L�F�D�W�L�Q�J�� �U�H�G�X�F�H�G�� �2�;�3�+�2�6�� �D�F�W�L�Y�L�W�\�� �D�Q�G�� �O�R�Z�H�U�� �$�7�3��
�O�H�Y�H�O�V���D�V���W�K�H���P�H�F�K�D�Q�L�V�P���>�����������@�����)�L�Q�D�O�O�\�����S�K�D�U�P�D�F�R�O�R�J�L�F�D�O��
�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q���R�I���P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O���E�L�R�J�H�Q�H�V�L�V�����X�V�L�Q�J���W�K�H���R
u���W�D�U�J�H�W��
�V�L�G�H���H
u�H�F�W�V���R�I���G�R�[�\�F�\�F�O�L�Q�H�������D�O�V�R���V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�W�O�\���L�Q�F�U�H�D�V�H�G��
lifespan in �&���� �H�O�H�J�D�Q�V���>�����@.�� �7�K�X�V���� �O�R�Z�H�U�� �G�R�V�H�V�� �R�I�� �W�K�H��
mitoriboscins could potentially be used to therapeutically 
�W�D�U�J�H�W���W�K�H���D�J�L�Q�J���S�U�R�F�H�V�V�����W�R���H�[�W�H�Q�G���K�H�D�O�W�K�V�S�D�Q�����)�L�J�X�U�H������������
�)�X�U�W�K�H�U���V�W�X�G�L�H�V���Z�L�O�O���E�H���U�H�T�X�L�U�H�G���W�R���H�[�S�O�R�U�H���W�K�L�V���L�Q�W�U�L�J�X�L�Q�J��
area of investigation. 
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Bacterial and fungus strains
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�����������������6�W�U�H�S�W�R�F�R�F�F�X�V�� �S�\�R�J�H�Q�H�V�����$�7�&�&�� �������������� �D�Q�G��
�&�D�Q�G�L�G�D���$�O�E�L�F�D�Q�V�����$�7�&�&�����������������Z�H�U�H���S�U�R�Y�L�G�H�G���E�\���5�H�P�H�O��
�0�L�F�U�R�E�L�R�O�R�J�\�����7�K�H�U�P�R���)�L�V�K�H�U�������7�K�H���F�H�O�O�V���Z�H�U�H���J�U�R�Z�Q���L�Q��
�0�•�O�O�H�U���+�L�Q�W�R�Q���E�U�R�W�K���,�,�����0�+�%�����'�L�I�F�R�����'�H�W�U�R�L�W�����0�,�����8�6�$����
�F�R�Q�W�D�L�Q�L�Q�J�� ���J���O�� �E�H�H�I�� �L�Q�I�X�V�L�R�Q�� �V�R�O�L�G�V���� ���������� �J���O�� �F�D�V�H�L�Q��
�K�\�G�U�R�O�\�V�D�W�H�������������J���O���V�W�D�U�F�K�����7�K�H���¿�Q�D�O���S�+���Z�D�V���D�G�M�X�V�W�H�G���W�R��
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Compounds were selected from a small molecule 
�V�F�U�H�H�Q�L�Q�J���F�R�O�O�H�F�W�L�R�Q���R�I�����������������F�R�P�S�R�X�Q�G�V�����,�Q�L�W�L�D�O���Y�L�U�W�X�D�O��
�K�L�J�K���W�K�U�R�X�J�K�S�X�W�� �V�F�U�H�H�Q�L�Q�J�� ���Y�+�7�6���� �X�V�H�G�� �W�K�H�� �H�+�L�7�6��
�V�F�U�H�H�Q�L�Q�J���S�U�R�J�U�D�P���>�����@���W�R���L�G�H�Q�W�L�I�\���W�K�H���W�R�S���������������U�D�Q�N�H�G��
�F�R�P�S�R�X�Q�G�V�� �E�D�V�H�G�� �R�Q�� �S�U�H�G�L�F�W�H�G�� �E�L�Q�G�L�Q�J�� �D
v�Q�L�W�\�� �W�R�� �W�K�H��
�O�D�U�J�H���V�X�E�X�Q�L�W���������6�����R�I���W�K�H���P�D�P�P�D�O�L�D�Q���P�L�W�R�U�L�E�R�V�R�P�H���>�����@����
�7�R���H
v�F�L�H�Q�W�O�\���S�H�U�I�R�U�P���W�K�H���G�R�F�N�L�Q�J�����D���V�H�U�L�H�V���R�I���F�O�L�S���¿�O�H�V��
was prepared spanning the entire protein structure and the 
�Y�L�U�W�X�D�O���O�L�E�U�D�U�\���G�R�F�N�H�G���D�W���H�D�F�K���R�I���W�K�H���F�O�L�S���¿�O�H�V�����&�R�Q�V�H�Q�V�X�V��
�V�F�R�U�L�Q�J�� �R�I�� �W�K�H�V�H�� �W�R�S�� ������������ �F�R�P�S�R�X�Q�G�V�� �Z�D�V�� �F�D�U�U�L�H�G�� �R�X�W��
�X�V�L�Q�J���$�X�W�R�'�R�F�N�����������>�����@�����E�D�V�H�G���R�Q���X�V�L�Q�J���W�K�H���V�D�P�H���J�H�Q�H�U�D�O��
�E�L�Q�G�L�Q�J���V�L�W�H���I�R�U���H�D�F�K���F�R�P�S�R�X�Q�G���S�U�H�G�L�F�W�H�G���I�U�R�P���W�K�H���H�+�L�7�6��
screen. A total of 880 compounds performing well in these 
analysis steps were then selected for phenotypic drug 
screening.

Phenotypic drug screening, with a metabolic ATP-
depletion assay
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Figure 13: Practical uses of the mitoriboscins: 
Targeting mitochondria. �:�H���S�U�R�S�R�V�H���W�K�D�W���P�L�W�R�U�L�E�R�V�F�L�Q�V���Z�L�O�O��
be therapeutically useful for the treatment of a variety of human 
�G�L�V�H�D�V�H�V���� �L�Q�F�O�X�G�L�Q�J�� �F�D�Q�F�H�U�V�� �D�Q�G�� �L�Q�I�H�F�W�L�R�X�V�� �L�O�O�Q�H�V�V�H�V���� �F�D�X�V�H�G�� �E�\��
�S�D�W�K�R�J�H�Q�L�F�� �E�D�F�W�H�U�L�D�� �D�Q�G�� �I�X�Q�J�L���� �,�Q�� �D�G�G�L�W�L�R�Q���� �Z�H�� �V�S�H�F�X�O�D�W�H�� �W�K�D�W��
mitoriboscins may be helpful in the context of chronological 
�D�J�L�Q�J���� �I�R�U�� �H�L�W�K�H�U�� �H�[�W�H�Q�G�L�Q�J�� �O�L�I�H�V�S�D�Q�� �R�U�� �K�H�D�O�W�K�V�S�D�Q���� �7�K�X�V����
�P�L�W�R�U�L�E�R�V�F�L�Q�V�� �Z�L�O�O�� �K�D�Y�H�� �D�Q�W�L���F�D�Q�F�H�U���� �D�Q�W�L���P�L�F�U�R�E�L�D�O�� �D�Q�G�� �D�Q�W�L��
aging properties. 
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�L�Q�G�X�F�L�Q�J���F�H�O�O���G�H�D�W�K�����6�X�E�V�H�T�X�H�Q�W�O�\�����S�R�V�L�W�L�Y�H���K�L�W�V���Z�H�U�H���U�H��
�V�F�U�H�H�Q�H�G���D�W���O�R�Z�H�U���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V�����������—�0���D�Q�G���������—�0�������W�R��
identify the top 10 compounds that most potently induced 
�$�7�3���G�H�S�O�H�W�L�R�Q�����&�R�P�S�R�X�Q�G�V���Z�H�U�H���W�H�V�W�H�G���D�I�W�H�U���������K�R�X�U�V���R�I��
incubation and experiments were performed in duplicate. 
�$�I�W�H�U�� �W�U�H�D�W�P�H�Q�W���� �P�H�G�L�D�� �Z�D�V�� �D�V�S�L�U�D�W�H�G�� �I�U�R�P�� �W�K�H�� �Z�H�O�O�V��
�D�Q�G���S�O�D�W�H�V���Z�H�U�H���Z�D�V�K�H�G���Z�L�W�K���Z�D�U�P���3�%�6�����V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G��
w/ Ca2+ and Mg2+������ �7�K�H�Q���� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �L�Q�F�X�E�D�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �D��
�+�R�H�F�K�V�W�����������������6�L�J�P�D�����V�W�D�L�Q�L�Q�J���V�R�O�X�W�L�R�Q�����������—�J���P�O�����I�R�U��
�������P�L�Q���D�Q�G���Z�D�V�K�H�G���Z�L�W�K���3�%�6�����W�R���H�V�W�L�P�D�W�H���F�H�O�O���Y�L�D�E�L�O�L�W�\������
�)�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�H���Z�D�V���U�H�D�G���Z�L�W�K���D���S�O�D�W�H���U�H�D�G�H�U���X�V�L�Q�J���H�[�F�L�W�D�W�L�R�Q��
�H�P�L�V�V�L�R�Q���Z�D�Y�H�O�H�Q�J�K�W�V���D�W�������������������Q�P�����7�K�H�Q�����W�K�H���&�H�O�O�7�L�W�H�U��
�*�O�R�� �O�X�P�L�Q�H�V�F�H�Q�W�� �D�V�V�D�\�� ���3�U�R�P�H�J�D���� �Z�D�V�� �S�H�U�I�R�U�P�H�G�� �W�R��
�P�H�D�V�X�U�H�� �P�H�W�D�E�R�O�L�F�� �D�F�W�L�Y�L�W�\�� ���$�7�3�� �F�R�Q�W�H�Q�W���� �L�Q�� �W�K�H�� �Y�H�U�\��
same wells that were treated with a given compound. 
Assays were performed according to the manufacturer’s 
�S�U�R�W�R�F�R�O���� �)�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�H�� �L�Q�W�H�Q�V�L�W�\�� ���+�R�H�F�K�V�W�� �V�W�D�L�Q�L�Q�J���� �D�Q�G��
�O�X�P�L�Q�H�V�F�H�Q�F�H�� �L�Q�W�H�Q�V�L�W�\�� ���$�7�3�� �F�R�Q�W�H�Q�W���� �Z�D�V�� �Q�R�U�P�D�O�L�]�H�G��
to vehicle-alone treated controls and were displayed as 
percent control for comparison. 

Cell viability assay
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measurement of cellular protein content. After treatment 
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�X�V�L�Q�J���H�Q�]�\�P�D�W�L�F�������[���7�U�\�S�V�L�Q���(�'�7�$�����6�L�J�P�D���$�O�G�U�L�F�K�����D�Q�G��
�P�D�Q�X�D�O���G�L�V�D�J�J�U�H�J�D�W�L�R�Q�����������J�D�X�J�H���Q�H�H�G�O�H�����>�����@�����&�H�O�O�V���Z�H�U�H��
then plated at a density of 500 cells/cm2 in mammosphere 
�P�H�G�L�X�P�� ���'�0�(�0���)�������� �%������ ���� �������Q�J���P�O�� �(�*�)���3�H�Q�6�W�U�H�S����
�L�Q���Q�R�Q���D�G�K�H�U�H�Q�W���F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V�����L�Q���F�X�O�W�X�U�H���G�L�V�K�H�V���F�R�D�W�H�G���Z�L�W�K��
�������K�\�G�U�R�[�\�H�W�K�\�O�P�H�W�K�D�F�U�\�O�D�W�H�������S�R�O�\���+�(�0�$�����6�L�J�P�D�������&�H�O�O�V��
�Z�H�U�H�� �J�U�R�Z�Q�� �I�R�U�� ���� �G�D�\�V�� �D�Q�G�� �P�D�L�Q�W�D�L�Q�H�G�� �L�Q�� �D�� �K�X�P�L�G�L�¿�H�G��
�L�Q�F�X�E�D�W�R�U���D�W�������ƒ�&���D�W���D�Q���D�W�P�R�V�S�K�H�U�L�F���S�U�H�V�V�X�U�H���L�Q�����������Y���Y����
�F�D�U�E�R�Q���G�L�R�[�L�G�H���D�L�U�����$�I�W�H�U�������G�D�\�V���L�Q���F�X�O�W�X�U�H�����V�S�K�H�U�H�V���!��������
���P�� �Z�H�U�H�� �F�R�X�Q�W�H�G�� �X�V�L�Q�J�� �D�Q�� �H�\�H���S�L�H�F�H�� �J�U�D�W�L�F�X�O�H���� �D�Q�G�� �W�K�H��
percentage of cells plated which formed spheres was 
calculated and is referred to as percent mammosphere 
�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�����Q�R�U�P�D�O�L�]�H�G���W�R���Y�H�K�L�F�O�H���D�O�R�Q�H���W�U�H�D�W�H�G���F�R�Q�W�U�R�O�V����
Mammosphere assays were performed in triplicate and 
repeated three times independently.

Seahorse XFe96 metabolic Flux analysis

�(�[�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�U���D�F�L�G�L�¿�F�D�W�L�R�Q���U�D�W�H�V�����(�&�$�5���� �D�Q�G���U�H�D�O��
�W�L�P�H�� �R�[�\�J�H�Q�� �F�R�Q�V�X�P�S�W�L�R�Q�� �U�D�W�H�V�� ���2�&�5���� �I�R�U�� �0�&�)���� �F�H�O�O�V��
�Z�H�U�H�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G�� �X�V�L�Q�J�� �W�K�H�� �6�H�D�K�R�U�V�H�� �(�[�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�U�� �)�O�X�[��
���;�)�������� �D�Q�D�O�\�]�H�U�� ���6�H�D�K�R�U�V�H�� �%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H���� �0�$���� �8�6�$������
�0�&�)���� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �P�D�L�Q�W�D�L�Q�H�G�� �L�Q�� �'�0�(�0�� �V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G��
�Z�L�W�K�����������)�%�6�����I�H�W�D�O���E�R�Y�L�Q�H���V�H�U�X�P�����������P�0���*�O�X�W�D�0�$�;����
�D�Q�G���������3�H�Q�����6�W�U�H�S�����������������F�H�O�O�V���S�H�U���Z�H�O�O���Z�H�U�H���V�H�H�G�H�G���L�Q�W�R��
�;�)�������Z�H�O�O���F�H�O�O���F�X�O�W�X�U�H���S�O�D�W�H�V�����D�Q�G���L�Q�F�X�E�D�W�H�G���R�Y�H�U�Q�L�J�K�W���D�W��
�����ƒ�&���L�Q���D���������&�2�����K�X�P�L�G�L�¿�H�G���D�W�P�R�V�S�K�H�U�H�����$�I�W�H�U�������K�����F�H�O�O�V��
were treated with the top three hit compounds at various 
�F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V�����R�U���Y�H�K�L�F�O�H���D�O�R�Q�H�������$�I�W�H�U�������K���R�I���W�U�H�D�W�P�H�Q�W����
�F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �Z�D�V�K�H�G�� �L�Q�� �S�U�H���Z�D�U�P�H�G�� �;�)�� �D�V�V�D�\�� �P�H�G�L�D�� ���I�R�U��
�2�&�5���P�H�D�V�X�U�H�P�H�Q�W�����;�)�� �D�V�V�D�\���P�H�G�L�D���Z�D�V���V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G��
�Z�L�W�K�������P�0���J�O�X�F�R�V�H�������P�0���3�\�U�X�Y�D�W�H�������P�0���/���J�O�X�W�D�P�L�Q�H��
�D�Q�G�� �D�G�M�X�V�W�H�G�� �D�W�� �S�+�� ������������ �&�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �W�K�H�Q�� �P�D�L�Q�W�D�L�Q�H�G�� �L�Q��
�����������/���Z�H�O�O���R�I���;�)���D�V�V�D�\���P�H�G�L�D���D�W�������ƒ�&�����L�Q���D���Q�R�Q���&�2����
�L�Q�F�X�E�D�W�R�U���I�R�U�����K�����'�X�U�L�Q�J���L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q�������������/���R�I���R�I�������P�0��
�J�O�X�F�R�V�H���� �����0�� �R�O�L�J�R�P�\�F�L�Q���� ���0�� �����G�H�R�[�\�J�O�X�F�R�V�H�� ���I�R�U��
�(�&�$�5�� �P�H�D�V�X�U�H�P�H�Q�W���� �D�Q�G�� ������ ���/�� �R�I�� �������0�� �R�O�L�J�R�P�\�F�L�Q����
�����0���)�&�&�3�����������0���U�R�W�H�Q�R�Q�H�����������0���D�Q�W�L�P�\�F�L�Q���$�����I�R�U���2�&�5��
�P�H�D�V�X�U�H�P�H�Q�W���� �L�Q�� �;�)�� �D�V�V�D�\�� �P�H�G�L�D�� �Z�D�V�� �O�R�D�G�H�G�� �L�Q�W�R�� �W�K�H��
�L�Q�M�H�F�W�L�R�Q���S�R�U�W�V���R�I���W�K�H���;�)�H���������V�H�Q�V�R�U���F�D�U�W�U�L�G�J�H�����'�X�U�L�Q�J���W�K�H��
�H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�����W�K�H���L�Q�V�W�U�X�P�H�Q�W���L�Q�M�H�F�W�H�G���W�K�H�V�H���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V���L�Q�W�R��
�W�K�H���Z�H�O�O�V���D�W���D�� �J�L�Y�H�Q���W�L�P�H���S�R�L�Q�W���� �Z�K�L�O�H���(�&�$�5���2�&�5�� �Z�D�V��
measured continuously. ECAR and OCR measurements 
�Z�H�U�H�� �Q�R�U�P�D�O�L�]�H�G�� �E�\�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �F�R�Q�W�H�Q�W�� ���6�X�O�S�K�R�U�K�R�G�D�P�L�Q�H��
�%���D�V�V�D�\�������'�D�W�D���V�H�W�V���Z�H�U�H���D�Q�D�O�\�]�H�G���E�\���;�)�H���������V�R�I�W�Z�D�U�H����
�X�V�L�Q�J���R�Q�H���Z�D�\���$�1�2�9�$���D�Q�G���6�W�X�G�H�Q�W�¶�V��t-test calculations. 
All experiments were performed in triplicate.

Cell migration assay

�7�K�H���P�L�J�U�D�W�L�R�Q���R�I���0�'�$���0�'�����������F�H�O�O�V���Z�D�V���F�D�U�U�L�H�G��
�R�X�W���� �H�V�V�H�Q�W�L�D�O�O�\�� �D�V�� �Z�H�� �S�U�H�Y�L�R�X�V�O�\�� �G�H�V�F�U�L�E�H�G���� �Z�L�W�K�� �P�L�Q�R�U��
�P�R�G�L�¿�F�D�W�L�R�Q�V���>�����@����

�*�U�D�P�������Y�H�����D�Q�G���J�U�D�P�������Y�H�����V�X�V�F�H�S�W�L�E�L�O�L�W�\���W�H�V�W�L�Q�J

�7�K�H�� �D�Q�W�L�P�L�F�U�R�E�L�D�O�� �V�X�V�F�H�S�W�L�E�L�O�L�W�L�H�V�� �R�I�� �W�K�H�� �Q�R�Y�H�O��
�F�R�P�S�R�X�Q�G�V���Z�H�U�H���H�Y�D�O�X�D�W�H�G���X�V�L�Q�J���W�K�H���.�L�U�E�\���%�D�X�H�U���G�L�V�F��
�G�L
u�X�V�L�R�Q���P�H�W�K�R�G���>�����������@�����S�H�U�I�R�U�P�H�G���D�F�F�R�U�G�L�Q�J���W�R���&�/�6�,��
guidelines and results were interpreted using CLSI 
�E�U�H�D�N�S�R�L�Q�W�V���>�����������@�����$�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V���G�L�V�N�V���D�J�D�L�Q�V�W���J�U�D�P�����Y�H����
and gram(-ve) bacterias (from Oxoid™) were used as 
�S�R�V�L�W�L�Y�H�� �F�R�Q�W�U�R�O�V���� �$�O�O�� �Q�H�Z�� �F�R�P�S�R�Q�G�V�� ���������'������ �������)������
�������*������ �Z�H�U�H�� �S�U�H�S�D�U�H�G�� �E�\�� �G�L�V�V�R�O�Y�L�Q�J�� �W�K�H�P�� �L�Q�� �G�L�P�H�W�K�\�O��
�V�X�O�I�R�[�L�G�H�� ���'�0�6�2���� �I�U�R�P�� �6�L�J�P�D���$�O�G�U�L�F�K�� �&�R�P�S�D�Q�\���� �6�W����
�/�R�X�L�V���� �0�2���� �8�6�$���� �D�Q�G�� �Z�H�U�H�� �X�W�L�O�L�]�H�G�� �W�R�� �L�P�S�U�H�J�Q�D�W�H�� �W�K�H��
�%�O�D�Q�N�� �$�Q�W�L�P�L�F�U�R�E�L�D�O�� �6�X�V�F�H�S�W�L�E�L�O�L�W�\�� �'�L�V�N�V�� ���2�[�R�L�G�Œ������
�6�S�H�F�L�¿�F�D�O�O�\���� �R�Y�H�U�Q�L�J�K�W�� �F�X�O�W�X�U�H�V�� �R�I�� �E�D�F�W�H�U�L�D�� �W�H�V�W�H�G�� �Z�H�U�H��
�D�G�M�X�V�W�H�G�� �W�R�� �D�� �W�X�U�E�L�G�L�W�\�� �R�I�� �������� �0�F�)�D�U�O�D�Q�G�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�V�� �������� 
�&�)�8���P�O�����E�H�I�R�U�H���L�Q�R�F�X�O�D�W�L�R�Q���R�Q�W�R���D�J�D�U���S�O�D�W�H�V���Z�L�W�K���V�W�H�U�L�O�H��
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cotton swabs. A cotton swab dipped in the cell culture 
was streaked onto an agar plate surface in such a way 
as to obtain a uniform layer of bacteria across the whole 
�V�X�U�I�D�F�H�����$�I�W�H�U�� ������������ �P�L�Q���� �W�K�H�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V�� �G�L�V�N�V�� �R�U�� �Q�R�Y�H�O��
compounds disks were laid on the inoculated surface of the 
�D�J�D�U���S�O�D�W�H�V�����W�K�H�Q�����D�O�O���D�J�D�U���S�O�D�W�H�V���Z�H�U�H���L�Q�F�X�E�D�W�H�G���D�W�������ƒ�&����
�R�Y�H�U�Q�L�J�K�W�����7�K�H���G�L�D�P�H�W�H�U�V���R�I���L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q���Z�H�U�H���P�H�D�V�X�U�H�G���D�Q�G��
�V�X�V�F�H�S�W�L�E�L�O�L�W�\�� �Z�D�V�� �H�[�S�U�H�V�V�H�G�� �L�Q�� �W�H�U�P�V�� �R�I�� �U�H�V�L�V�W�D�Q�F�H�� ���5������
moderate susceptibility (I) and susceptibility (S). Agar 
plates inoculated with bacteria tested with impregnated 
�'�0�6�2���G�L�V�N�V���Z�H�U�H���X�V�H�G���D�V���F�R�Q�W�U�R�O�V�����7�K�H���U�H�V�X�O�W���R�E�W�D�L�Q�H�G��
�R�Q���V�L�Q�J�O�H���E�D�F�W�H�U�L�D���V�W�U�D�L�Q���Z�D�V���F�R�Q�¿�U�P�H�G���E�\���6�H�Q�V�L���W�H�V�W���J�U�D�P��
positive and Sensi test-gram-negative kits (�/�L�R�¿�O�F�K�H�P��
s.r.l���������'�L�V�F���G�L
u�X�V�L�R�Q���V�X�V�F�H�S�W�L�E�L�O�L�W�\���W�H�V�W���Z�D�V���S�H�U�I�R�U�P�H�G���L�Q��
triplicate and repeated three times independently.

�$�Q�W�L���P�L�F�U�R�E�L�D�O�� �D�F�W�L�Y�L�W�\�� �D�Q�G�� �0�,�&�� �Y�D�O�X�H�V��
determination

�7�K�H�� �P�L�Q�L�P�D�O�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�\�� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�� ���0�,�&���� �R�I��
the antibacterial compounds was determined using the 
�E�U�R�W�K�� �G�L�O�X�W�L�R�Q�� �P�H�W�K�R�G���� �D�F�F�R�U�G�L�Q�J�� �W�R�� �&�/�6�,�� �J�X�L�G�H�O�L�Q�H�V��
�>�����@�����%�U�L�H�À�\�����D���V�R�O�X�W�L�R�Q���F�R�Q�W�H�Q�W���W�K�H���Q�H�Z���F�R�P�S�R�X�Q�G�V�����R�U��
�V�H�Y�H�U�D�O���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V���X�V�H�G���D�V���S�R�V�L�W�L�Y�H���F�R�Q�W�U�R�O�����Z�D�V���G�L�O�X�W�H�G����
�V�H�U�L�D�O�O�\���� �Z�L�W�K�� �0�+�%�� �P�H�G�L�X�P���� �7�K�H�Q���� �W�K�H�� �V�X�V�S�H�Q�V�L�R�Q�V�� �R�I��
�W�K�H���P�L�F�U�R�R�U�J�D�Q�L�V�P�V�����S�U�H�S�D�U�H�G���I�U�R�P���R�Y�H�U�Q�L�J�K�W���F�X�O�W�X�U�H�V���R�I��
�E�D�F�W�H�U�L�D���L�Q���W�K�H���0�+�%���P�H�G�L�X�P�����D�W���D���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���R�I�������� cfu 
x ml-1�����Z�H�U�H���D�G�G�H�G���W�R���H�D�F�K���G�L�O�X�W�L�R�Q���L�Q���D�����������U�D�W�L�R���0�F�)�D�U�O�D�Q�G��
standards were used as a reference to adjust the turbidity 
of microorganism suspensions�����*�U�R�Z�W�K�����R�U���O�D�F�N���W�K�H�U�H�R�I����
of the microorganisms was determined after incubation 
�I�R�U�� ������ �K�� �D�W�� ������ �ƒ�&�� �E�\�� �W�X�U�E�L�G�L�P�H�W�U�\�� ���Z�D�Y�H�O�H�Q�J�W�K�� �R�I�� ��������
�Q�P�������0�,�&���������D�Q�G���0�,�&���������Z�H�U�H���G�H�¿�Q�H�G���D�V���W�K�H���P�L�Q�L�P�X�P��
inhibitory concentration of the compound required for 
���������D�Q�G�����������L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q���R�I���E�D�F�W�H�U�L�D�O���J�U�R�Z�W�K�����7�K�H���Q�H�J�D�W�L�Y�H��
control tubes did not contain bacterial inoculum while 
�W�K�H���S�R�V�L�W�L�Y�H���F�R�Q�W�U�R�O���W�X�E�H�V���F�R�Q�W�D�L�Q�L�Q�J���R�Q�O�\���'�0�6�2�����Z�H�U�H��
�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�V���R�U���F�R�P�S�R�X�Q�G�V���I�U�H�H�����7�K�H��susceptibility test by 
measurement of MIC was performed in triplicate and 
repeated three times independently.

Statistical analyses

�6�W�D�W�L�V�W�L�F�D�O�� �V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�F�H�� �Z�D�V�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G�� �X�V�L�Q�J�� �W�K�H��
Student’s t���W�H�V�W�����Y�D�O�X�H�V���R�I���O�H�V�V���W�K�D�Q�������������Z�H�U�H���F�R�Q�V�L�G�H�U�H�G��
�V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�W�����'�D�W�D���D�U�H���V�K�R�Z�Q���D�V���W�K�H���P�H�D�Q���“���6�(�0�����X�Q�O�H�V�V��
stated otherwise.

Author contributions

Professor Lisanti and Dr. Sotgia conceived 
�D�Q�G�� �L�Q�L�W�L�D�W�H�G�� �W�K�L�V�� �S�U�R�M�H�F�W���� �D�Q�G�� �V�H�O�H�F�W�H�G�� �W�K�H�� �O�D�U�J�H�� �����6��
mitochondrial ribosome (mitoribosome) as a new 
molecular target for drug discovery. In silico computational 
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tables for the paper. Professor Lisanti and Dr. Sotgia wrote 
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edited by all the co-authors. Professor Lisanti generated 
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of protein synthesis or by mimicking caloric restriction. 
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