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ТЕСТ-СИСТЕМА ДЛЯ in vitro СКРИНИНГА КАНДИДАТОВ
В АНТИМИКОБАКТЕРИАЛЬНЫЕ ПРЕПАРАТЫ НА УСТОЙЧИВОСТЬ, 
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Возникновение лекарственной устойчивости к противотуберкулезным препаратам является гло-
бальным вызовом и требует разработки новых лекарств, активных в отношении устойчивых штам-
мов Mycobacterium tuberculosis. Одной из задач, возникающей при разработке, является определение
механизмов возникновения или осуществления такой устойчивости к кандидату в лекарство. Си-
стема эффлюкса MmpS5-MmpL5 способна обеспечивать лекарственную устойчивость микобакте-
рий к широкому спектру антибиотиков, в том числе к бедаквилину, клофазимину, тиацетазонам,
азолам и имидазо[1,2-b][1,2,4,5]тетразинам. Нами сконструирован рекомбинантный штамм
M. smegmatis Δmmp5, делеционный по генам mmpS5-mmpL5 оперона и являющийся гиперчувстви-
тельным к имидазо[1,2-b][1,2,4,5]тетразинам. Сравнение чувствительности пары штаммов M. smegmatis
mc2 155 и M. smegmatis Δmmp5 к кандидатам в антимикобактериальные соединения может быть исполь-
зовано в качестве тест-системы для установления возможного участия системы эффлюкса MmpS5-
MmpL5 в формировании устойчивости на ранних стадиях скрининга.
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Туберкулез является одним из наиболее опас-
ных социально-значимых заболеваний человека.
В связи с постоянным ростом числа штаммов My-
cobacterium tuberculosis, устойчивых к существую-
щим противотуберкулезным препаратам (ПТП),
актуальным подходом в борьбе с туберкулезом яв-
ляется создание принципиально новых, высокоак-
тивных в отношении возбудителя ПТП, способных
преодолевать лекарственную устойчивость [1]. По
последним данным в различных фазах клинических
испытаний находится около 23 новых препаратов и
схем терапии туберкулезной инфекции. Однако к
последнему разработанному и внедренному в
клиническую практику ПТП – бедаквилину
(TMC 207) [2] – уже известны случаи возникнове-
ния лекарственной устойчивости [3, 4]. Таким обра-
зом, разработка новых кандидатных противотубер-
кулезных препаратов требует более внимательного
подхода и должна включать в себя исследование ме-
ханизмов возникновения устойчивости у бактерий
как вызванной мутациями (приобретенная устой-
чивость), так и вследствие имеющихся у бактерии

систем защиты (природная лекарственная устой-
чивость) [5].

Один из механизмов, обеспечивающих лекар-
ственную устойчивость микобактерий к широко-
му спектру антибиотиков, обусловлен клеточными
транспортерами, осуществляющими обратный
транспорт (эффлюкс) антибиотиков из клетки.
Белки эффлюкса подразделяются на пять семейств
в зависимости от их структуры, используемой энер-
гии и субстрат-специфичности: суперсемейство
АТФ-связывающих кассет (ATP-binding cassette su-
perfamily, ABC), суперсемейство основных помощ-
ников (major facilitator superfamily, MSF), семейство
малых белков множественной лекарственной
устойчивости (small multidrug resistance family,
SMR), семейство экструзии лекарств и токсич-
ных соединений (multidrug and toxic compound ex-
trusion family, MATE) и семейство белков устой-
чивости-клубнеобразования-деления (resistance-
nodulation-division family, RND). Системы эф-
флюкса могут обусловливать высокий уровень
устойчивости микобактерий к рифампицину,
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офлоксацину, этамбутолу, стрептомицину и дру-
гим антимикробным агентам [6].

Клеточные помпы микобактерий класса RND
консервативны и отличаются от других транспор-
теров этого же класса у других бактерий. Им было
присвоено отдельное название – Mmp (mycobac-
terial membrane proteins) [7]. Одним из представи-
телей Mmp-транспортеров микобактерий являет-
ся система MmpS5-MmpL5 [8]. Данная система
кодируется генами mmpS5-mmpL5 оперона, кото-
рый присутствует в геноме микобактерий, как
медленно- (M. tuberculosis, M. marinum, M. bovis,
M. ulcerans, M. africanum), так и быстрорастущих
(M. aurum, M. smegmatis, M. intracellulare, M. absces-
sus, M. avium). У медленнорастущих представите-
лей рода экспрессию оперона регулирует тран-
скрипционный фактор семейства MarR [9], в то
время как у быстрорастущих – транскрипцион-
ный регулятор TetR [10]. Мутации в гене-репрес-
соре приводят к сверхэкспрессии mmpS5-mmpL5
оперона, вызывая резистентность микобактерий
к различным препаратам: азолам [11], клофази-
мину и бедаквилину у M. tuberculosis [3], произ-
водным тиоацетазона у M. abscessus [10] и имида-
зо[1,2-b][1,2,4,5]тетразинам у M. smegmatis [12].

Таким образом, исследование возможного
участия системы MmpS5-MmpL5 в формирова-
нии лекарственной устойчивости микобактерий
к разрабатываемым препаратам на ранних этапах
скрининга позволит повысить качество создавае-
мых препаратов, активных как в отношении
M. tuberculosis, так и других представителей мико-
бактерий, обладающих опероном mmpS5-mmpL5.

В данной работе мы описываем создание диа-
гностической пары: M. smegmatis mc2 155 и M. smeg-
matis с делетированным опероном mmpS5-mmpL5
(M. smegmatis Δmmp5), а также работоспособность
системы с использованием перспективных про-
тивотуберкулезных препаратов класса имида-
зо[1,2-b][1,2,4,5]тетразинов [13]. Выбор данного
организма для создания тест-системы обусловлен
тем, что M. smegmatis mc2 155 является быстрорас-
тущей непатогенной бактерией, несущей в соста-
ве своего генома (NC_008596.1) данный оперон
(гены MSMEG_1381-MSMEG_1382).

M. smegmatis Δmmp5 получен методом гомоло-
гичной рекомбинации с использованием суицид-
ной системы p2NIL/pGOAL19 [14]. Фрагмент генов
MSMEG_1381-MSMEG_1382, содержащий плечи
для гомологичной рекомбинации длинной 1253 и
2665 пн, был амплифицирован с использованием
праймеров pN-1381-2-del-f1 5'-TTTTAAGCTTC-
GAAGAGAAGCGGACGTGTA-3' и pN-1381-2-d-r4
5'-TTTTGGATCCTCGGTCTCCGCATACTGTTG-3',
при этом в него была внесена делеция в 2828 пн ме-
тодом сайт-направленного мутагенеза по Р.М. Нель-
сону [15] с использованием праймеров pN-1381-2-
del-r1 5'-ATGCGCGAGAACGACCTTCGGGTT-

GAAGTC-3' и pN-1381-2-del-f2 5'-CGAAGGTC-
GTTCTCGCGCATGAAAGAGGAA-3'. Амплифи-
цированный фрагмент был клонирован в плазми-
ду p2NIL по сайтам рестрикции HindIII и BamHI,
после чего в полученную конструкцию по сайту
рестрикции PacI была лигирована кассета из
плазмиды pGOAL19. Итоговой конструкцией
электропорировали клетки M. smegmatis mc2 155,
после чего проводили отбор единичных кроссо-
веров на триптон-соевом агаре (M290, Himedia,
Индия), содержащем канамицин (50 мкг/мл),
гигромицин (50 мкг/мл) и X-Gal (50 мкг/мл), от-
бирая синие колонии. Синие колонии выращивали
ночь в жидкой среде Middlebrook 7Н9 c добавле-
нием ADC (Himedia, Индия), Tween-80 и глице-
рина, затем высевали серийные десятикратные
разведения на триптон-соевый агар, содержащий
X-Gal (50 мкг/мл) и 2%-ную сахарозу. Отбирали
белые колонии двойных кроссоверов и тестиро-
вали их на чувствительность к канамицину. Для
отбора мутантов, несущих желаемую делецию,
проводили ПЦР-скрининг с фланкирующими
делецию праймерами s-13812-f 5'-ACAAAGGT-
GCTCGGTCGAAT-3' и s-13812-r 5'-GGACGAC-
CAGTGTGTCGAA-3'. Делецию подтверждали
севенированием по Сэнгеру.

Затем определили уровень лекарственной чув-
ствительности сконструированного делеционно-
го мутанта M. smegmatis Δmmp5 в сравнении со
штаммом дикого типа M. smegmatis mc2 155. Ана-
лиз лекарственной чувствительности был прове-
ден с использованием метода определения мини-
мальных ингибирующих концентраций (МИК).
Для определения МИК культуры клеток исследуе-
мых штаммов M. smegmatis культивировали в среде
Middlebrook 7Н9 ADC, содержащей полисорбат-80
и глицерин (Himedia, Индия) в течение суток при
37°С и периодическом помешивании (250 об./мин).
Далее культуры уравнивали до OD600 = 0.05 средой
7H9 и вносили в ячейки 96-луночного планшета,
содержащие серийные двукратные разведения
исследуемых соединений. Для проведения тести-
рования лекарственной чувствительности были
использованы имидазо[1,2-b][1,2,4,5]тетразины –
3a, 3h, 3n и 3c, описанные нами ранее [13], основ-
ной механизм устойчивости к которым обеспечен
системой MmpS5-MmpL5 [12]. Оценку роста кле-
точных культур проводили визуально после двух
суток инкубации при 37°С и периодического по-
мешивания (290 об./мин), рис. 1.

Анализ результатов тестирования МИК у
M. smegmatis Δmmp5 показал повышение лекар-
ственной чувствительности к веществам класса
имидазо[1,2-b][1,2,4,5]тетразины: в два раза к со-
единению 3а, более, чем в четыре раза – к 3с, в че-
тыре раза – к 3h и в два раза – к 3n (табл. 1).

Результаты определения МИК соединений
класса имидазо[1,2-b][1,2,4,5]тетразинов подтвер-
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дили возможность использования пары штаммов
M. smegmatis mc2 155 и M. smegmatis Δmmp5 в каче-
стве тест-системы для установления участия си-
стемы MmpS5-MmpL5 в формировании лекар-
ственной устойчивости к разрабатываемым ПТП.
Созданная и протестирована тест-система in vitro-
скрининга перспективных антимикобактериаль-
ных агентов позволит проводить ранний скри-
нинг разрабатываемых хит-соединений на пред-
мет участия оперона mmpS5-mmpL5 в реализации
лекарственной устойчивости к ним. Ввиду того, что
система эффлюкса MmpS5-MmpL5 может обеспе-
чивать устойчивость микобактерий к соединениям
совершенно различных химических классов, что
осложняет in silico предсказание подверженно-
сти разрабатываемых соединений MmpS5-
MmpL5-опосредованному эффлюксу, использо-
вание созданной in vitro тест-системы, можно ре-
комендовать при исследовании всех новых классов
ПТП. Также штамм M. smegmatis Δmmp5 может стать
основой для выявления механизмов действия
(получение спонтанных лекарственно-устойчивых
мутантов) перспективных ПТП, устойчивость к
которым обеспечивается данными транспортерами.

Авторы выражают благодарность В.Н. Чару-
шину и Г.Л. Русинову за предоставленные соеди-
нения класса имидазо[1,2-b][1,2,4,5]тетразинов.
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A Test-System for in vitro Screening Antimycobacterial Drug Candidates
for MmpS5-MmpL5 Mediated Drug Resistance
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Emergence of drug-resistance to anti-tuberculosis agents is a global challenge that requires development of
novel drugs, active against resistant Mycobacterium tuberculosis strains. One of the tasks of drug development
is to determine the mechanism of resistance of the pathogen to the drug candidate. The mycobacterial
MmpS5-MmpL5 efflux system can provide resistance to a wide range of antibiotics, including bedaquiline,
clofazimine, thiacetazones, azoles and imidazo[1,2-b][1,2,4,5]tetrazines. We were able to construct a recom-
binant M. smegmatis Δmmp5 strain, which carries a deletion within the mmpS5-mmpL5 operon, and is hyper-
sensitive to imidazo[1,2-b][1,2,4,5]tetrazines. Comparing the sensitivity of M. smegmatis mc2 155 and
M. smegmatis Δmmp5 to candidate antimycobacterials can be used as a test-system for determining the possi-
ble role of the MmpS5-MmpL5 eff lux system in developing drug resistance at early screening stages.

Keywords: Mycobacterium smegmatis, test-system, drug resistance, anti-tuberculous drug.
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