
присутствии минимальных (суббактериостатичс- 
ских) концентраций препарата практически не от­
личался от характера роста контрольных интактных 
колоний. Представляет значительный интерес изу­
чение ультраструктурных изменений в клетках бак­
терий под действием Максаквина в динамике, в том 
числе на ранних стадиях воздействия препарата (в 
данном случае уже при культивировании на жидкой 
среде). Глубокие ультраструктурньтс изменения в 
клетках бактерий под действием минимальных кон­
центраций фторхинолона (в настоящем исследова­
нии Максаквина) — один из важных факторов, 
определяющих высокую активность препаратов при 
однократном в сутки применении малых доз и 
величины Т 1 /2  в пределах 8— 10 часов.
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Максаквин относится к группе фторхинолонов — 
современных высокоэффективных антибактериаль­
ных препаратов. Механизм антибактериального 
действия этого препарата связывают с ингибирова­
нием активности бактериального фермента ДНК- 
гиразы [1,3,6,7,9,11 —13]. Действие 4-хинолонов 
специфично: являясь высокоэффективными ингиби­
торами бактериальной ДНК-гиразы, они не влияют 
на активность топоизомеразы II эукариотов [8].

В настоящей работе мы провели изучение неко­
торых сторон механизма антибактериального дейст­
вия Максаквина: 1) ингибирование репликации 
ДНК и его соотношение с процессом гибели клеток 
под действием препарата, 2) изучение А- и В-меха- 
низмов бактерицидного эффекта Максаквина, 3) спо­
собность Максаквина индуцировать SOS-ответ (ис­
пользуя генетически сконструированный штамм).

Исследования проводились на чувствительном к
4-хинолонам и на мутантном по А субъединице 
ДНК-гиразы резистентном штаммах вариантах ис­
ходного штамма E. coli К 12. В качестве препаратов 
сравнения использовали ципрофлоксацин, пефлок- 
сацин и налидиксовую кислоту. В работе использо­
вались варианты штаммы E. coli К 12: штамм KL 16 
thy" (Hfr P.O. 45, th il thy A24), штамм KL 166 (Hfr 
P.O. 45 th il rell thy A24 drm l3 nall3), штамм 
EC 1000/pIE 47 (F~, A (proB -lac) th il  supE44 
strA/colEl /xdAp-lac). Штаммы KL 16 и KL 166 были 
предоставлены нам из коллекции лаборатории гене­
тической регуляции биохимических процессов ИЭМ

им. Н.Ф.Гамалеи. Штамм ЕС 1 ООО/р1Е 47 из коллек­
ции института общей генетики РАН (В.А.Тарасов).

Опыты проводили на жидких и агаризованных 
(2%) питательных средах фирмы «Difeo»: питатель­
ный бульон, L-бульон, с содержанием 1 % триптона, 
0,5% дрожжевого экстракта и 1% NACI. Кроме 
того, использовали бульон Хоттингера.

Для определения ß-галактозидазы использовали 
Z-буфер (0,06 М Na2H P 04, 0,04М NaH2P 0 4, 0,01 М 
KCl, 0,001М MgS04, 0,05М jö-меркаптоэтанол, pH 7,0).

Бактерицидный эффект определяли по описан­
ной методике [8]. 18—часовую культуру бактерий 
в жидкой питательной среде разводили в 50 раз той 
же средой; 2 мл культуры сразу же помещали в 
ледяную баню (контрольная проба). Остальную 
культуру разливали по 2 мл в пробирки, содержа­
щие определенное количество фторхинолона и 
(или) хлорамфеникола (в случае определения бак­
терицидного действия по механизмам А или В). 
Пробирки с опытными пробами инкубировали 2 час. 
при 37°С с интенсивным перемешиванием, центри­
фугировали и два раза отмывали бактерии 0,9% 
раствором NaCl, затем бактерии суспензировали в 
этом же растворе в исходном объеме (2 мл). Коли­
чество жизнеспособных клеток определяли по коли­
честву колоний, образовавшихся на чашках с ага- 
ризованным бульоном Хоттингера.

О репликации ДН К  судили по включению 3Н-ти- 
мидина ( 2 х 1 0 4Б к )  в  кислотонерастворимую фрак­
цию бактериальных клеток в опытах с культурой
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Рис.1. Бактерицидное действие и ингибирование репликации 
Д Н К  ф торхинолонами в опытах с E . coli KL 16 thy 
а — ципроф локсацин , б — пеф локсацин , в — М аксаквин.
1 — вы живаемость бактерий,
2 — ингибирование репликации  ДН К .

бактерий, наход51щихся в середине логарифмиче­
ской фазы роста в течение 20 минут (питательная 
среда — бульон «Difeo», t—37°С). Реакцию останав­
ливали добавлением ледяной трихлоруксусной кис­
лоты до конечной концентрации 5% . Сформировав­
шийся в течение 2 часов на холоде осадок отделяли 
на фильтрах Владипор (МФА—МА—3), промывали 
двухкратным объемом трихлоруксусной кислоты, 
сушили и определяли их радиоактивность.

Индукцию SOS-omeemci определяли у штамма 
E. coli ЕС1000/р1Е47, несущего мультикопийную 
плазмиду р1Е47 со структурным геном /?-галактози- 
дазы, сшитым с промотором со1Е-оперона, одного из 
оперонов SOS-ответа. С помощью этого штамма 
можно судить об уровне индукции SOS-ответа по 
индукции ß-галактозидазы. Стационарную культу­
ру ЕС1000/р1Е47 в L-бульоне с 150 мкг/мл ампи­
циллина разводили в 10 раз той же средой и подра­
щивали при 37°С до оптической плотности 0,6 при 
Х-650 нм. Затем пробы разводили L-бульоном в 4—5 
раз и определяли активность /?-галактозидазы по 
стандартной методике. В качестве контроля на 
ДНК-повреждающее действие мы использовали об­
лучение культуры ультрафиолетом (Х-254 нм, 30 
сек). Для определения jS-галактозидазы к 0,2 мл 
культуры добавляли 1,8 мл Z-буфера, 4 капли 
хлороформа и 2 капли 0,1% додецилсульфата на­
трия. Пробы тщательно встряхивали в течение 10 
секунд. Затем добавляли 0,4 мл о-нитрофенилгалак- 
тозида (4 мг/мл, «Serva») и помещали в водяную 
баню при 28°С. Время инкубации фиксировали. 
Реакцию останавливали после пожелтения раствора 
добавлением 2 мл 0,5 М N a2CÜ3 . Измеряли оптиче­

Количество жизнеспособных

Концентрация максаквина

Ри с.2. Бактерицидное действие и ингибирование репликации 
Д Н К  фторхинолонами в опытах E. coli KL 166. 
а — ципроф локсацин , б — пеф локсацин , в — М аксаквин.
1 — выживаемость бактерий,
2 — репликация Д Н К .

скую плотность проб при длинах волн 420 нм и 550 
нм. Активность фермента вычисляли по формуле:

а  =  ю оо • E i20: . b g i J k™ ,
t • V • Е боо

где Е420 и Е550 — оптическая плотность реакци­
онной смеси при длинах волн 420 и 550 нм, Ебоо — 
оптическая плотность клеточной суспензии перед 
определением , I — время реакции в минутах, v — 
отношение объемов вз5ггой в определение культуры 
(в нашем случае 0,2 мл) и объема культуры и 
Z-буфера (2 мл). Оценивали степень индукции 
ß-гллактозидазы, принимая за единицу активность 
ß-галактозидазы в необработанных клетках.

Бактерицидный эффект. Полученные данные по­
казывают, что все изученные фторхинолоны обла­
дали вы раж енным бактерицидны м  действием 
(рис.1.) Количество жизнеспособных бактерий у 
бактерий дикого типа начинает убывать при кон­
центрациях ципрофлоксацина — 0,01 мкг/мл, пеф- 
локсацина — 0,05 мкг/мл, Максаквина — 0,075 
мкг/мл, которые соответствуют минимальным по­
давляющим концентрациям (МПК). У бактерий, 
мутантных по А субъединице ДНК-гиразы, значе­
ния МПК возрастают в 5 раз (0,05 мкг/мл) для 
ципрофлоксацина и в 2—5 раз для пефлоксацина и 
Максаквина (0,1 и 0,5 мкг/мл соответственно). 
Концентрации, вызывающие максимальный бакте­
рицидный эффект у мутантных бактерий, также в
5—10 раз выше, чем у бактерий дикого типа для 
пефлоксацина и Максаквина и незначительно воз­
растали для ципрофлоксацина (см.рис. 1,2). Значе­
ния МПК и МБК для ципрофлоксацина в наших
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Рис.З. В лияние хлорам ф еникола на бактерицидны й эф ф ект 
фторхиполонов в опытах с E. coli KL 16 thy- .

1 — хлорамф еиикол,
2 — ципрофлоксацип 0 ,25  м кг/м л ,
3 — пеф локсацин 1 м кг/м л ,
4 — налидикеовая кислота 90 м кг/м л ,
5 — М аксаквин 3 м кг/м л.

наблюдениях совпадают с литературными данными 
[8]. Концентрации фторхинолонов, вызывающие 
подавление репликации ДНК на 10—20% , близки 
к МПК для чувствительного и резистентного к 
хинолонам штаммов E. coli. Для чувствительного и 
резистентного штаммов значения МБК в 5—10 раз 
превышают концентрации, вызывающие подавле­
ние репликации ДНК на 80%. Таким образом, 
ингибирование биосинтеза ДНК на 10—20% сопро­
вождается бактериостатическим эффектом. Инги­
бирование степени репликации ДНК различными 
концентрациями хинолонов коррелировало с выжи­
ваемостью бактерий, при этом Максаквин близок к 
пефлоксацину по значениям МПК, МБК и степени 
бактерицидного эффекта (см.рис. 1 и 2). Зависи­
мость бактерицидного действия хинолонов от их 
концентрации имеет парадоксальный характер [8]. 
При увеличении концентрации хинолона от значе­
ний, равных МПК, до значений МБК происходит 
падение числа жизнеспособных бактерий. Однако 
при увеличении концентрации хинолонов выше 
значений МБК происходит возрастание количества 
выживших бактерий. Предполагается, что при вы­
соких концентрациях хинолоны ингибируют био­
синтез белка, ослабляя тем самым свой бактерицид­
ный эффект. Описанный парадоксальный эффект 
наблюдается в опытах in vitro и, по-видимому, не 
имеет существенного значения при терапии инфек­
ций в макроорганизме [8].

Концентрация хлорамфеникола, мкг/мл
Р и с.4. Влияние хлорам ф еникола на бактерицидны й эф ф ект 
фторхинолонов в опытах с E. coli KL 166.
1 — хлорамф еиикол,
2 — ципрофлоксацип 0,3 м кг/м л ,
3 — М аксаквин 10 м кг/м л.

В наших экспериментах наблюдалась парадок­
сальная зависимость бактерицидного действия от 
концентрации препарата (см. рис.1). У бактерий 
дикого типа при МБК ципрофлоксацина 0,2 мкг/мл 
выживало лишь 0,08% бактерий от исходного коли­
чества, а при концентрации 10 мкг/мл — 0,88% . 
Для псфлоксацина количество жизнеспособных 
бактерий при концентрации 1 мкг/мл составляло 
0,33% , а при концентрации 100 мкг/мл — 3,3% . 
Для Максаквина при концентрации 3 мкг/мл вы­
жило 0,23% бактерий, а при концентрации 100 
мкг/мл — 6,8% .

А- и В- механизмы антибактериального дейст­
вия. Показано, что ингибирование белкового синте­
за на уровне транскрипции (рифампицин) или на 
уровне трансляции (хлорамфеиикол) приводит к 
полному снятию бактерицидного эффекта налидик- 
совой кислоты, но лишь частично ослабляет дейст­
вие ципрофлоксацина и офлоксацина [8]. На осно­
вании этих экспериментов предположили существо­
вание двух различных механизмов, определяющих 
бактерицидное действие хинолонов. Механизм А 
свойственен всем известным хинолонам, связан с 
белковым синтезом и требует, по-видимому, для 
своего осуществления индукции синтеза каких-то 
ферментов. Механизм В не чувствителен к ингиби­
торам белкового синтеза и, наряду с механизмом А, 
присущ двум наиболее активным препаратам этого 
ряда — ципрофлоксацину и офлоксацину [8]. Мы 
изучали зависимость бактерицидного действия 
Максаквина от белкового синтеза в сравнении с 
налидиксовой кислотой, пефлоксацином и ципроф- 
локсацином. В качестве ингибитора белкового син­
теза мы использовали ингибитор трансляции — 
хлорамфеиикол, который в концентрации 100—200 
мкг/мл и сам вызывал снижение числа жизнеспо­
собных бактерий (рис.З). В присутствии хлорамфе-



никола бактерицидный эффект налидиксовой кис­
лоты, взятой в концентрации, равной МБК, полно­
стью снимался и даже при концентрации хлорамфе- 
никола 200 мкг/мл количество жизнеспособных 
бактерий дикого типа (КЬ 16 Шу’) сохрашглось на 
исходном уровне, т.с. снимался и бактерицидный 
эффект самого хлорамфеникола (см.рис.З). Такая 
же зависимость имела место и в опытах с пефлок- 
сацином (см.рис.З). Это подтверждает, что налидик- 
совая кислота и пефлоксацин осуществляют бакте­
рицидный эффект по механизму А, но не по меха­
низму В. Бактерицидный эффект ципрофлоксацина 
в присутствии даже 200 мкг/мл хлорамфеникола 
уменьшался незначительно: количество выживших 
бактерий возрастало с 0,1 до 6,0% (см. рис.З). Это 
говорит о способности ципрофлоксацина к бактери­
цидному действию не только по механизму А, но и 
по механизму В. В проведенных нами эксперимен­
тах хлорамфеникол не снимал полностью бактери­
цидный эффект Максаквина. При концентрации 
хлорамфеникола 200 мкг/мл количество жизнеспо­
собных бактерий возрастало с 0,2 до 16%. Это 
свидетельствует о том, что Максаквин подобно цип- 
рофлоксацину способен к бактерицидному действию 
и по механизму В. Бактерицидное действие по 
механизму В у Максаквина менее выражено, чем у 
ципрофлокса ци на.

Мы изучали также способность к независимому 
от белкового синтеза бактерицидному действию 
Максаквина и ципрофлоксацина у бактерий, мутан­
тных по А субъединице ДНК-гиразы. Ранее было 
показано, что способность ципрофлоксацина к бак­
терицидному механизму В связана с участком в 
районе 83 аминокислоты А субъединицы ДНК-ги­
разы. Мутации, затрагивающие эту область фер­
мента, делали несущие их бактерии нечувствитель­
ными к действию ципрофлоксацрша в присутствии 
хлорамфеникола [4]. Оказалось, что изучаемый 
нами мутантный штамм КЬ 166 (мутация gyr А13) 
сохраняет чувствительность к бактерицидному ме­
ханизму В ципрофлоксацина (рис.4). Тем не менее, 
он приобрел резистентность к независимому от бел­
кового синтеза бактерицидному эффекту Максакви­
на (см.рис.4). Это позволяет предположить сущест­
вование двух различных сайтов бактерицидного 
действия по механизму В для Максаквина и цип­
рофлоксацина.

Индукция БОБ-ответа. Налидиксовая кислота и 
фторхинолоньт способны индуцировать синтез бел­
ков БОБ-отвста [5]. Предполагается, что индукция 
БОБ-ответа в присутствии хинолонов нерегулируе­
ма. Гиперсинтез нуклеаз БОБ-системы в условиях 
ингибирования ДНК-гиразы приводит к разруше­
нию ДНК. Мы изучили способность Максаквина и 
пефлоксацина индуцировать со1Е-оперон как один 
из оперонов БОБ-системы. Исследования показали, 
что Максаквин сравним с пефлоксацином по способ­
ности индуцировать БОБ-отвст. При концентрации, 
вызывающей подавление репликации ДНК на 50% , 
Максаквин вызывает индукцию синтеза /5-галакто-

зидазы в 5,6 раза, а пефлоксацин — в 7 раз. 
Изучение действия Максаквина in vitro на бактерии 
Е. coli показало, что этот дифторхинолон, подобно 
псфлоксацину и ципрофлоксацину, вызывает инги­
бирование репликации ДНК, которое коррелирует 
с гибелью клеток в присутствии 4-хинолона. По-ви­
димому, подавление репликации ДНК сопровожда­
ется разрывами цепи этой молекулы, т.к. Максак­
вин (также как и пефлоксацин) в тех же концент­
рациях, в которых он вызывает ингибирование ре­
пликации ДНК, вызывает индукцию БОБ-ответа. 
Мутантный по ДНК-гиразс штамм резистентен к 
Максаквину в той же степени, что и к псфлоксаци­
ну. Это позволяет предположить, что Максаквин 
имеет ту же мишень действия и тот же механизм 
развития бактерицидного эффекта, что и другие 
фторхинолоньт. Подобно ципрофлоксацину, Мак­
саквин способен вызывать гибель клеток в условиях 
ингибирования белкового синтеза (механизм В). 
Однако в отличие от ципрофлоксацина, он не спо­
собен к бактерицидному действию на мутантный по 
А субъединице гиразы штамм KL 166. По-видимому, 
существуют различия на молекулярном уровне во 
взаимодействии с мишенью (ДНК-гиразой) Мак­
саквина и ципрофлоксацина.
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