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Традиционно поиск новых антибактериальных препаратов проводят путем измерения уровня ингибирования клеточного роста – например, измерения радиуса зон ингибирования. Однако этот простой метод имеет ряд недостатков: во-первых, он чувствителен только к высоким концентрациям антибиотиков, и, во-вторых, не позволяет ничего сказать о механизме действия антибиотика. 

Для определения механизма действия антибиотика существуют два основных метода  – in vitro и in vivo. Первый метод предполагает разрушение клеточной мембраны и выделение их потенциальных мишеней из клетки, что значительно увеличивает время анализа. Второй способ более оптимален в случае, если необходимо проверить целые библиотеки соединений или культуральные жидкости бактерий.  

В данной работе была использована in vivo система, состоящая из двух штаммов E.coli: BW25113 и ∆tolC, для скрининга библиотеки химических соединений с целью обнаружения потенциальных антибиотиков бактерий. Штамм ∆tolC более чувствителен к веществам с низкой минимальной ингибирующей концентрацией, чем штамм дикого типа BW25113, который в свою очередь может помочь найти ингибиторы белка TolC, ответственного за экспорт различных метаболитов из клетки, в том числе и экспорт антибиотиков, и отсутствующего в штамме ∆tolC. В оба описанных штамма трансформировался плазмидный вектор pRFP-sulA/Katushka2S-2Ala, содержащий гены двух флуоресцентных белков: RFP (максимум испускания 584 нм) и Katushka2S (максимум испускания 635 нм); в вектор также встроен ген, ответственный за устойчивость к ампициллину, по которому проводилась селекция. Оба флуоресцентных белка в норме не синтезируются. Экспрессия белка Katushka2S происходит только в том случае, если тестируемое вещество каким-то образом тормозит процесс трансляции в клетке, а экспрессия RFP наблюдается, если тестируемое соединение вызывает накопление повреждений ДНК в ходе репликации и происходит индукция SOS-ответа. В ходе широкомасштабного скрининга данная система позволяет довольно быстро и на основании простых критериев отобрать активные вещества по разным механизмам их действия на бактериальные клетки. 

После нанесения отдельно газонов клеток двух штаммов с репортерной конструкцией на чашки с агаром и ампициллином и добавления к ним тестируемых соединений полученные чашки инкубировали 16 часов при 37°С.  Далее производили документацию – фотографирование с помощью системы ChemiDoc. 

С помощью вышеописанного метода было проверено около десяти тысяч соединений, из которых было отобрано несколько десятков потенциальных антибиотических препаратов. 
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