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Синтез алармонов (p)ppGpp (гуанозинтетрафосфата и гуанозинпентафосфата) вносит значитель-
ный вклад в процессы торможения метаболизма бактерий, контроля над скоростью их роста, 
вирулентности, бактериальной персистенции и формирования биоплёнок. Продукцию регуля-
торных молекул (p)ppGpp осуществляют бактериальные ферменты (p)ppGpp-синтетазы супер-
семейства гомологов RelA/SpoT двух типов: длинные бифункциональные RSH-белки и малые 
алармонсинтетазы. В данной работе при помощи методов ферментативной кинетики и концен-
трационно-зависимого ингибирования исследуются детали механизма действия 4-(4,7-диметил-
1,2,3,4-тетрагидронафталин-1-ил)пентановой кислоты (ДМНП) в отношении белков RelMsm 
и RelZ, (p)ppGpp-синтетаз Mycolicibacterium smegmatis обоих типов, и белка RelMtb Mycobacterium 
tuberculosis. Обнаружена способность соединения ДМНП подавлять активность белка RelMtb. В со-
ответствии с результатами исследований ферментативной кинетики ДМНП проявляет себя как 
неконкурентный ингибитор, действующий на белки RelMsm и RelZ. Анализ молекулярного докинга 
позволил определить вероятное место связывания ДМНП – вблизи активного сайта синтетазного 
домена (p)ppGpp-синтетаз. Исследование вносит вклад в разработку нового класса соединений 
ингибиторов алармонсинтетаз, к которым относится релацин и его производные, а также из-
учаемое соединение ДМНП – синтетический аналог метаболита морских кораллов эрогоргиаена. 
В отличие от традиционных антибиотиков, ингибиторы алармонсинтетаз оказывают влияние на 
метаболические пути, связанные со строгим ответом. Хотя эти пути не являются ключевыми для 
бактерий, они регулируют формирование адаптационных механизмов. Сочетание традиционных 
антибиотиков, действующих на растущие клетки, и новых соединений, блокирующих адапта-
цию микроорганизмов, потенциально способно решить актуальные проблемы резистентности 
к антибиотикам и бактериальной персистенции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: (p)ppGpp, алармоны, микобактерии, гомологи RelA/SpoT, малые алармонсин-
тетазы, ингибиторы алармонсинтетаз.
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Принятые сокращения: ДМНП – 4-(4,7-диметил-1,2,3,4-тетрагидронафталин-1-ил)пентановая кислота; (p)ppGpp – 
гуанозинтетрафосфат и гуанозинпентафосфат; RSH – гомологи RelA/SpoT.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Механизмы адаптации бактерий способны 
противодействовать бактерицидному действию 
антибиотиков, обеспечивая выживание кле-
ток возбудителя при лечении бактериальных 
инфекций. Одним из таких механизмов является 
персистенция – способность популяции бактерий 
формировать временно нерастущую субпопуляцию 

клеток-персистеров, нечувствительную к антибио-
тикам  [1]. Клетки-персистеры переживают дей-
ствие антибиотика благодаря замедлению клеточ-
ного метаболизма. После окончания курса лечения 
антибиотиком персистеры способны возобновить 
растущий фенотип. В результате этого многие 
бактериальные инфекции, такие как туберкулёз, 
характеризуются рецидивирующим течением, свя-
занным с эндогенной реактивацией болезни [2, 3].
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Риск рецидива способствует повышению необ-
ходимой продолжительности курса антибиотико-
терапии  [4]. Исследования демонстрируют, что 
укороченный курс терапии туберкулёза ведёт к 
большей доле рецидивов  [5]. Кроме того, многие 
виды бактерий, в том числе микобактерии ту-
беркулёза, формируют биоплёнки [6]. В глубоких 
слоях биоплёнок создаются условия истощения 
питательного субстрата, что способствует замед-
лению метаболизма и формированию персистер-
ных клеток [7]. Регуляторные пути Mycobacterium 
tuberculosis, ассоциированные с образованием био-
плёнок и персистенцией, делают вклад в формиро-
вание хронической туберкулёзной инфекции [6].

Таким образом, в терапии бактериальных 
инфекций возрастает потребность в новых сред-
ствах лечения, способных к преодолению меха-
низмов адаптации бактерий. Одним из подходов 
к решению данных проблем может быть разра-
ботка соединений, воздействующих на строгий 
ответ, адаптивную реакцию бактерий на стресс, 
которая регулируется сигнальными молекулами 
алармонов гуанозинтетрафосфатом и гуанозин-
пентафосфатом ((p)ppGpp) [8]. Повышенные внут-
риклеточные концентрации алармонов (p)ppGpp 
ассоциированы с проявлениями персистенции, 
толерантности и резистентности у широкого диа-
пазона видов бактерий. Напротив, устранение 
способности продуцировать алармоны у бактерий 
приводит к потере данных фенотипов [9]. Так, но-
каутный штамм M. tuberculosis ΔrelMtb, неспособный 
к продукции (p)ppGpp, характеризуется снижен-
ной толерантностью к изониазиду, нарушением 
адаптации к голоданию [10], нарушением способ-
ности к хронической инфекции в модели мышей 
и дефектом формирования биоплёнок [11]. Приве-
дённые факты подтверждают важную роль стро-
гого ответа в формировании свойств бактерий, 
затрудняющих лечение инфекции.

Синтез и гидролиз алармонов (p)ppGpp осу-
ществляют преимущественно белки суперсемей-
ства гомологов RelA/SpoT (RSH), среди которых вы-

деляют две основные группы: длинные и короткие 
RSH (рис. 1). Длинные гомологи RelA/SpoT – группа 
в основном бифункциональных ферментов, спо-
собных как к синтезу, так и к гидролизу алармо-
нов. Короткие гомологи RelA/SpoT включают две 
подгруппы: малые алармонсинтетазы, способные 
только к синтезу алармонов, и малые алармон-
гидролазы, способные только к их гидролизу [12].

Соединения класса ингибиторов алармон-
синтетаз, такие как релацин [13] и его производ-
ные [14–16], аскорбиновая кислота [17], GSK-X9 [10], 
4-(4,7-диметил-1,2,3,4-тетрагидронафталин-1-ил)
пентановая кислота (ДМНП) [18, 19], являются пер-
спективными средствами противодействия адапта-
ционным механизмам бактерий [20]. Ингибиторы 
алармонсинтетаз подавляют (p)ppGpp-синтезирую-
щую активность ферментов суперсемейства RSH. 
Таким образом, ингибирование синтеза (p)ppGpp 
снижает клеточные процессы, индуцируемые 
алармонами, такие как вирулентность, образо-
вание биоплёнок и персистенция  [20]. В данном 
исследовании проведён анализ ферментативной 
кинетики (p)ppGpp-синтетаз Mycolicibacterium 
smegmatis RelMsm (EC 2.7.6.5 и 3.1.7.2) и RelZ (EC 
2.7.6.5) в присутствии ранее установленного ин-
гибитора алармонсинтетаз ДМНП  [18,  19]. Кроме 
того, проведён анализ подавления активности бел-
ка M. tuberculosis RelMtb (EC 2.7.6.5 и 3.1.7.2) для даль-
нейшего изучения эффектов этого ингибитора.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клонирование генов relMsm и relZ M. smeg­
matis и relMtb M. tuberculosis в экспрессионный 
вектор. Для продукции исследуемых белков 
сконструированы рекомбинантные плазмиды 
pET23b-relNTD, pET23b-relZ и pET23b-relMtb. Вставки 
кодирующих последовательностей генов ампли-
фицировали с использованием ДНК-полимеразы 
Phusion («Thermo Fisher Scientific», США) на ма-
трице лизата M. smegmatis MC2155 для генов relMsm  

Рис. 1. Доменный состав ферментов суперсемейства RSH, катализирующих синтез и гидролиз алармонов 
(p)ppGpp. Бифункциональные длинные RSH, такие как RelMsm из M. smegmatis и RelMtb из M. tuberculosis, вклю-
чают гидролазный (HYD) и синтетазный (SYN) домены в каталитической доле, а также С-терминальный регу-
ляторный домен (REG). Монофункциональные короткие RSH содержат либо гидролазный, либо синтетазный 
домен. RelZ из M. smegmatis является необычной малой алармонсинтетазой, так как содержит также домен 
РНКазы HII (HII)
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Таблица 1. Названия и последовательности праймеров для ПЦР

Название Последовательность (5′→3′)

relMsm (pET) NdeI gGGgGGTGACAcatATGGTCGACGAGCCAG

relNTD (pET) HindIII GTGAACACGAAaAgCTtCTGCGTGGCG

relZ (pET) NdeI TGGAcAtATGCACCACCCCCCGT

relZ (pET) HindIII aGCAagCTtGGCCTGCAGCTTCTCGA

relMtb (pET) NdeI acacataTGGCCGAGGACCAGCTCACGGC

relMtb (pET) HindIII tgaaagcttCGCGGCCGAGGTCACCCGGTA

relZ seq CGCCTCGACCAAAAGTGAGCT

relMtb seq GATGGCGGTATAGAGTGCTGACA
Примечание. Сайты рестрикции подчёркнуты, некомплементарные матрице нуклеотиды приведены в ниж-
нем регистре.

и relZ либо инактивированной культуры M. tuber­
culosis H37Rv для гена relMtb. Праймеры для ПЦР 
в этом исследовании синтезированы компани-
ей «Евроген» (Россия) (табл. 1). Пара праймеров, 
relMsm (pET) NdeI и relNTD (pET) HindIII, ампли-
фицирует область N-терминального домена гена 
relMsm и разработана на основе публикации Jain 
et al. [21], где описан минимальный фрагмент бел-
ка RelMsm, сохраняющий (p)ppGpp-синтетазную ак-
тивность – RelNTD. Вставка полноразмерного гена 
relZ амплифицирована с использованием прай-
меров relZ (pET) NdeI и relZ (pET) HindIII. Вставка 
кодирующей последовательности гена relMtb полу-
чена в реакции с праймерами relMtb (pET) NdeI и 
relMtb (pET) HindIII. Вставка relNTD клонирована 
напрямую в pET23b. Вставка relZ клонирована в 
промежуточный вектор pAL2 («Евроген»), вставка 
relMtb – в промежуточный вектор pTZ57R («Thermo 
Fisher Scientific») при помощи ТА-клонирования. 
Для этого к вставке добавляли адениловые концы 
в ходе реакции с Taq-полимеразой. Клонирование 
в pET23b проводили путём осаждения ДНК вставки 
этанолом, обработки вектора и вставки рестрикта-
зами NdeI и HindIII, а затем Т4 ДНК-лигазой («Thermo 
Fisher Scientific»). Наличие ожидаемых вставок в 
pET23b верифицировано ПЦР, а затем секвениро-
ванием с использованием стандартных праймеров 
T7 promoter и T7 terminator, а также с праймерами, 
специфичными средней области соответствующих 
генов: relZ seq и relMtb seq. Полученными плазми-
дами со слиянием кодирующих последовательно-
стей генов с С-терминальным 6xHisTag трансфор-
мировали штамм Escherichia coli BL21(DE3).

Продукция и очистка белков. Культуры E. coli 
BL21(DE3) с плазмидой pET23b-relNTD, pET23b-relZ 
или pET23b-relMtb выращивали в пробирках со сре-
дой LB с 50  мкг/мл ампициллина до оптической 
плотности 0,6–1,0 при 600 нм, далее хранили при 

4 °С и использовали для инокуляции в колбы. Для 
этого 2 мл культуры центрифугировали, осаждён-
ные клетки ресуспендировали и переносили в кол-
бу с 50 мл свежей среды LB с ампициллином, куль-
тивировали при 37 °С при вращении 120 об./мин. 
При достижении культурой оптической плотности 
0,3–0,6 добавляли 0,2  мМ изопропил-β-D-1-тиога-
лактопиранозид. Спустя 3–4 ч после индукции при 
30 °С культуру центрифугировали и удаляли среду. 
Клетки ресуспендировали в 1 мл буфера для бел-
ков (20 мM Tris-HCl/500 мМ NaCl, pH 7,4) и разруша-
ли при воздействии ультразвука на льду в течение 
30  с по 3  раза при амплитуде 35% с перерывами 
в 30 с, затем центрифугировали в течение 5 мин 
при 15 000 g при 4 °С для разделения растворимой 
и нерастворимой фракций. Белки очищали при 
помощи набора HisPur Ni-NTA Spin Purification Kit 
(«Thermo Fisher Scientific»). Растворимую фракцию 
белка с добавлением 5  мМ имидазола наносили 
на предварительно уравновешенную буфером для 
белков (5 мМ имидазол) центрифужную колонку с 
Ni-NTA-агарозой, инкубировали при мягком кача-
нии на льду в течение 30–60 мин для связывания 
гистидиновых меток белков с ионом никеля. Рас-
твор с несвязавшимися белками удаляли центри-
фугированием 2 мин при 700 g и 4 °С. Затем связав-
шийся белок промывали 2 мл буфера для белков 
(25  мМ имидазол). Оставшуюся фракцию белка 
смывали с колонки в 3 этапа 200 мкл буфера для 
белков (250–500  мМ имидазол). Полученные рас-
творы белков анализировали при помощи Ds-Na-
ПААГ-электpофоpеза относительно стандарта 
Precision Plus Protein Dual Xtra («Bio-Rad», США). 
Концентрацию белка оценивали при помощи 
cпектрофотометра NanoDrop 2000C («Thermo Fisher 
Scientific»). Коэффициенты экстинкции и молеку-
лярную массу белков рассчитывали при помощи 
инструмента Expasy ProtParam.
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Определение активности алармонсинтетаз. 
Реакционная смесь c белком RelNTD (35 мкл) вклю-
чала 40  мМ Tris-HCl, рН  7,4, 1  мМ дитиотреитол, 
10  мМ MgCl2, 10  мМ KCl, 27  мМ (NH4)2SO4, 5%-ный 
метанол (v/v), 0 или 600  мкМ ДМНП, 0–3000  мкМ 
GTP, 4  мМ ATP, 1–2  мкМ RelNTD (0,5  ч инкубации 
при 37 °С) [18]. Реакционная смесь с RelZ (35 мкл) 
включала 40 мМ Tris-HСl, рН 7,4, 1 мМ дитиотреи-
тол, 1 мМ MgCl2, 500 мМ NaCl, 5%-ный метанол (v/v), 
0 или 600 мкМ ДМНП, 0–4000 мкМ GDP, 4 мМ ATP, 
1–2 мкM RelZ (0,5 ч инкубации при 37 °С), согласно 
публикации Murdeshwar и Chatterji [22] с некото-
рыми модификациями. Реакции по ингибирова-
нию RelMtb в диапазоне концентраций ДМНП прово-
дили в условиях, описанных в публикации Singal 
et al.  [23] с некоторыми модификациями. В реак-
ционную смесь (70 мкл) включали 40 мМ Tris-HCl, 
рН 7,4, 1 мМ дитиотреитол, 15 мМ MgCl2, 1 мМ GTP, 
4 мМ ATP, 0,5–1 мкM RelMtb, 0 или 5%-ный метанол 
(v/v), 0–600 мкМ ДМНП (0,5 ч инкубации при 37 °С). 
Для остановки реакции к образцам добавляли 1/10 
объёма пробы 0,4 N хлорной кислоты, затем цен-
трифугировали их при 15 000 g в течение 5 мин для 
удаления преципитата. Супернатант разводили в 
4  раза в деионизированной воде. Концентрации 
нуклеотидов в образцах определяли посредством 
обращённо-фазовой высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии по методу, описанному в лите-
ратуре  [18, 24]. Хроматографический анализ про-
водили на системе LC-20A («Shimadzu», Япония), 
образцы разделяли на колонке Luna C18 (5  мкм, 
250 мм × 4,6 мм) («Phenomenex», США), подвижная 
фаза – раствор 0,5%-ного CH3CN/99,5%-ного 50 мМ 
KH2PO4, рН 4,6. Идентификацию пиков проводили 
в области спектра 254 нм на основании сравнения 
времени удержания нуклеотидов в реакционных 
смесях и в растворах нуклеотидов GTP, GDP, ATP, 
AMP («Sigma-Aldrich», США). Активность фермен-
тов (p)ppGpp-синтетаз количественно оценивали 
по изменению концентрации субстрата GTP (RelMtb) 
или продукта AMP (RelNTD, RelZ).

Анализ in silico. База данных AlphaFold (https:// 
alphafold.ebi.ac.uk/) послужила источником пред- 
сказанных трёхмерных структур (p)ppGpp-
синтетаз RelMtb (P9WHG9), RelMsm (A0QWJ6) и RelZ 
(A0R4I7). Инструмент Protein Structure Alignment 
от «Schrödinger Maestro» использовали для про-
странственного выравнивания белков-мишеней. 
Расчёты молекулярного докинга проводились 
с помощью сервера Blind Docking Server (http:// 
bio-hpc.eu/software/blind-docking-server/).

Статистический анализ. Для визуализации и 
статистической обработки данных по фермента-
тивной кинетике при помощи нелинейной регрес-
сии использовали программу GraphPad Prism 8.0. 
Выбор при сравнении моделей по уравнению Ми-
хаэлиса–Ментен или уравнению Хилла осущест-

вляли при помощи информационного критерия 
Акаике. Значимость различий в параметрах урав-
нения оценивали при помощи t-теста. При оценке 
нормальности распределения использовали кри-
терий Шапиро–Уилка. Данные графиков пред-
ставлены в виде среднего значения ± стандартное 
отклонение, а данные в таблице параметров урав-
нения Хилла представлены в виде среднего зна-
чения ± стандартная ошибка. Для визуализации 
и статистической обработки данных по ингиби-
рованию белка RelMtb использовали пакет Python 
Seaborn. При определении концентрации полумак-
симального ингибирования ([I]50) использовали 
расчёт по функции с 3  параметрами с помощью 
Quest Graph IC50 Calculator.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Ферментативная кинетика длинной (p)ppGpp-
синтетазы/гидролазы RelMsm. Для изучения меха-
низма ранее установленного ингибиторного дей-
ствия ДМНП  [18] проведены эксперименты по 
ферментативной кинетике N-терминального до-
мена длинной бифункциональной (p)ppGpp-синте-
тазы/гидролазы RelMsm. Данный белок RelNTD имеет 
N-терминальные гидролазный и синтетазный до-
мены, но лишён С-терминального регуляторного 
домена. Он представляет собой минимальную 
каталитически активную форму RelMsm, демон-
стрирующую повышенную (p)ppGpp-синтетазную 
активность [21].

Активность RelNTD анализировали в диапазо-
не концентраций субстрата GTP от 0 до 3000 мкМ 
при добавке 600 мкМ ДМНП в сравнении с контро-
лем без ингибитора. RelMsm катализирует (p)ppGpp- 
синтетазную реакцию, протекающую согласно урав- 
нению GTP/GDP + ATP ↔ pppGpp/ppGpp + AMP [25]. 
Cкорость реакции определяли по изменению кон-
центрации продукта AMP в реакционной смеси 
(рис. 2, а).

Результаты экспериментов по ферментатив-
ной кинетике демонстрируют способность ДМНП 
подавлять активность RelNTD (рис. 2, б). ДМНП 
способен к ингибированию очищенного N-тер-
минального домена белка RelMsm (рис. 2, в), не те-
ряя активности в отношении варианта белка без 
С-терминального домена. Таким образом, предпо-
лагаемое место связывания ДМНП локализуется в 
области синтетазного или гидролазного доменов 
RelMsm, но не в области регуляторного домена.

При помощи метода нелинейной регрессии 
произведён фиттинг уравнений зависимости ско-
рости реакции от концентрации субстрата GTP, со-
гласно уравнению Михаэлиса–Ментен и согласно 
уравнению сигмоидной кривой Хилла (рис. 2, б), 
и определены параметры функции (табл. 2, а).  
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Рис. 2. Влияние ингибитора ДМНП на ферментативную кинетику (p)ppGpp-синтетаз M. smegmatis. a – Хромато-
графический анализ нуклеотидов в образцах, взятых из ферментативной реакции с RelNTD спустя: 1 – 0 ч или 
2 – 0,5 ч (детекция при 254 нМ, 1 мМ GTP, 4 мМ ATP). б – Анализ ферментативной кинетики N-терминального 
домена белка RelMsm из M. smegmatis. Приведены кривые зависимости скорости реакции (расчёт на 1 мкмоль 
белка) от концентрации субстрата GTP: 1  – в отсутствии добавки ингибитора; 2  – при добавлении 600  мкМ 
ДМНП. в – Ds-Na-ПААГ-электpофоpез очищенного фермента RelNTD. г – Хроматографический анализ нуклеоти-
дов в образцах, взятых из ферментативной реакции с RelZ спустя: 1 – 0 ч или 2 – 0,5 ч (детекция при 254 нМ, 
1  мМ GDP, 4  мМ ATP). д  –  Анализ ферментативной кинетики малой алармонсинтетазы RelZ из M.  smegmatis. 
Приведены кривые зависимости скорости реакции (расчёт на 1  мкмоль белка) от концентрации субстрата 
GDP: 1 – в отсутствии добавки ингибитора; 2 – при добавлении 600 мкМ ДМНП. е – Ds-Na-ПААГ-электpофоpез 
очищенного фермента RelZ. ж  – График Хилла для реакции с RelZ: 1  – в отсутствии добавки ингибитора;  
2 – при добавлении 600 мкМ ДМНП
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Таблица 2. Параметры уравнения в зависимости от концентрации ингибитора ДМНП

Белок RelNTD – параметры уравнения Михаэлиса–Ментен

Концентрация ДМНП, мкМ Vmax, мкмоль/мин KGTPm, мкМ R2

0 18,5 ± 2,3 1760 ± 218 0,95

600 14,2 ± 2,6 2412 ± 376 0,95

Белок RelZ – параметры уравнения Хилла

Концентрация ДМНП, мкМ Vmax, мкмоль/мин KGDP0,5, мкМ h R2

0 9,3 ± 0,7 1447 ± 172 1,8 ± 0,2 0,97

600 6,5 ± 0,9 2105 ± 310 2,2 ± 0,4 0,96

Сравнение двух моделей по информационному 
критерию Акаике продемонстрировало боль-
шее совпадение экспериментальных данных по 
RelNTD с моделью по уравнению Михаэлиса–Мен-
тен (вероятность корректности модели – 76,6% без 
добавки и 76,8% с добавкой ДМНП). Исследователи, 
ранее проводившие эксперименты по фермента-
тивной кинетике полноразмерного белка RelMsm, 
обнаружили, что данные описываются уравнени-
ем Хилла [15].

Расчёт значимости различий в параметрах в 
отсутствии и в присутствии ДМНП по t-тесту пока-
зывает, что значения максимальной скорости ре-
акции Vmax имеют статистически значимые разли-
чия (p = 0,01), в отличие от константы Михаэлиса 
KGTPm (p = 0,13). Таким образом, ДМНП является не-
конкурентным ингибитором в отношении N-тер-
минального домена длинного RSH-белка RelMsm. 
В то же время ранее в научных публикациях опи-
сывались ингибиторы алармонсинтетаз только с 
конкурентным [15] или смешанным [15, 17] типа-
ми ингибирования.

Ферментативная кинетика малой алармон-
синтетазы RelZ. Помимо длинного RSH-белка 
RelMsm, нами исследована также ферментативная 
кинетика малой алармонсинтетазы M. smegmatis 
RelZ, в отношении которой ДМНП также является 
ингибитором [19]. Монофункциональная (p)ppGpp-
синтетаза RelZ катализирует реакцию GTP/GDP/
GMP + ATP → pppGpp/ppGpp/pGpp + AMP. В качестве 
субстрата использовали GDP, к которому RelZ име-
ет большую аффинность по сравнению с GTP [25]. 
Активность RelZ анализировали в диапазоне кон-
центраций субстрата ATP от 0 до 4000 мкМ в при-
сутствии 600  мкМ ДМНП или в его отсутствии. 
Скорость реакции определяли по изменению кон-
центрации продукта AMP (рис. 2, г).

Результаты экспериментов по ферментатив-
ной кинетике RelZ демонстрируют способность 
ДМНП ингибировать очищенный фермент (рис. 2, 
д, е). Параметры кривых зависимости скорости 

реакции от концентрации субстрата также про-
считаны как для уравнения Хилла (табл. 2, б), так 
и для уравнения Михаэлиса–Ментен. Сравнение 
моделей по критерию Акаике продемонстрирова-
ло большее совпадение экспериментальных дан-
ных с моделью по уравнению Хилла (вероятность 
корректности модели – 99,7% без добавки и 99,8% 
с добавкой ДМНП). ДМНП не оказывает влияние на 
кооперативное связывание субстрата белком RelZ 
(рис. 2, ж).

Расчёт по t-тесту значимости различий в 
параметрах катализируемой RelZ реакции в при-
сутствии ДМНП или в его отсутствии (табл.  2,  б) 
демонстрирует следующие результаты: значения 
Vmax имеют статистически значимые различия 
(p = 0,02), в отличие от KGDP0,5 и коэффициента Хилла 
(p = 0,07 и p = 0,39 соответственно). Таким образом, 
ДМНП является неконкурентным ингибитором как 
в отношении длинной алармонсинтетазы RelMsm, 
так и в отношении малой алармонсинтетазы RelZ.

Анализ подавления активности RelMtb. В ре-
зультате выравнивания последовательностей ами-
нокислот белков RelMsm и RelMtb посредством BLASTp 
обнаружена высокая степень совпадений в 95%. 
Поэтому далее мы исследовали способность ДМНП 
подавлять pppGpp-синтезирующую активность 
RelMtb, основной и единственной функциональной 
(p)ppGpp-синтетазы/гидролазы M. tuberculosis [26]. 
Результаты исследования демонстрируют способ-
ность ДМНП подавлять активность RelMtb (рис. 3). 
Активность фермента снижается по мере увели-
чения концентрации ДМНП. Кроме того, актив-
ность RelMtb возрастает при добавлении 5%-ного 
метанола приблизительно на 40%. Ранее эффект 
увеличения (p)ppGpp-синтезирующей активно-
сти при добавке метанола в реакционную смесь 
обнаруживали при анализе активности RelA [27], 
RelMsm [18] и RelZ [19]. Расчёт концентрации полу-
максимального ингибирования [I]50 на основа-
нии полученных данных указывает значение в 
362  мкМ ДМНП. Таким образом, ДМНП способен 
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Рис. 3. pppGpp-Синтезирующая активность длинно-
го RSH-белка RelMtb из M. tuberculosis в диапазоне кон-
центраций ДМНП (0–600  мкМ) в 5%-ном метаноле. 
Скорость реакции оценивается по изменению кон-
центрации субстрата GTP. MetOH-  – реакция без до-
бавки метанола и ДМНП

подавлять активность фермента строгого ответа у 
микобактерии туберкулёза и потому имеет потен-
циал применения при антибиотикотерапии тубер-
кулёзной инфекции.

Молекулярный докинг ДМНП со структурами 
(p)ppGpp-синтетаз, предсказанными AlphaFold. 

Перспективным подходом к выявлению механиз-
мов действия новых соединений является сочета-
ние предсказаний структур посредством AlphaFold 
с моделированием молекулярного докинга для 
анализа взаимодействия белок-лиганд [28]. Чтобы 
установить вероятное место связывания ингиби-
тора ДМНП на поверхности (p)ppGpp-синтетаз, мы 
провели анализ с использованием молекулярного 
докинга in silico. Структуры экспериментально 
установленных белков-мишеней (RelMtb, RelMsm, 
RelZ) были получены с помощью базы данных 
предсказанных структур белков AlphaFold  [29]. 
Данные белки относятся к одному суперсемейству 
RSH [12] и потому характеризуются значительной 
долей совпадений последовательности аминокис-
лот (RelMsm с RelMtb: 95%; RelZ с RelMsm/RelMtb: 29,27%). 
Исходя из этого, было выдвинуто предположение 
об общем механизме действия ДМНП в отноше-
нии исследуемых белков. В результате простран-
ственного выравнивания трёх белков-мишеней 
идентифицированы области структурного сход-
ства. Для малой алармонсинтетазы RelZ не харак-
терны гидролазный и регуляторный домены, ко-
торые присутствуют у длинных RSH-белков RelMsm  
и RelMtb  [30]. В свою очередь, длинные RSH не 
имеют домена РНКазы HII, специфического для 
RelZ [22]. Структурное сходство было обнаружено 
в областях синтетазного домена, характерного 

Рис. 4. Пространственное выравнивание и результаты молекулярного докинга трёхмерных структур бел-
ков-мишеней M. tuberculosis RelMtb (синий), M. smegmatis RelMsm (фиолетовый) и RelZ (жёлтый), предсказанных 
AlphaFold. SYN – синтетазный домен; HYD – гидролазный домен; CTD – регуляторный C-терминальный домен; 
TGS – домен TGS; HII – домен РНКазы HII. Кластеры связывания ДМНП (зелёный): 1 – соответствующий актив-
ному сайту синтетазного домена, 2 – располагающийся вблизи активного сайта синтетазного домена
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для всех трёх белков-мишеней (рис.  4). Амино-
кислоты этих областей в трёхмерных структурах 
RelMtb, RelMsm и RelZ были изолированы и использо-
ваны для расчётов молекулярного докинга ДМНП  
ко всей выделенной поверхности белков при по-
мощи сервера Achilles Blind Docking Server [31].

По результатам расчётов выявлены вероят-
ные сайты связывания ДМНП на поверхности 
белков (рис.  4). Кластер № 1 имеет эффективные 
энергии связывания (RelMtb: −7,6 ккал/моль, RelMsm: 
−7,2 ккал/моль, RelZ : −5,4 ккал/моль) и соответству-
ет активному центру синтетазного домена (рис. 4). 
В данном кластере ДМНП характеризуется взаимо-
действиями с аминокислотами Arg242 и Tyr309 
RelMtb, которые ответственны за связывание суб-
страта GTP/GDP и модификация которых приводит 
к потере активности [26]. Однако взаимодействие 
в данном сайте не согласуется с эксперименталь-
ными данными ферментативной кинетики, указы-
вающими на неконкурентный механизм действия 
ДМНП, который не препятствует взаимодействию 
фермента с субстратом. Кластер № 2 имеет сходные 
энергии связывания (RelMtb: −6,3 ккал/моль, RelMsm: 
−6,7 ккал/моль, RelZ: −5,8 ккал/моль) и располага-
ется вблизи активного центра (p)ppGpp-синтетаз 
(рис.  4). Связывание ДМНП в данной области не 
препятствует связыванию субстрата, но может 
приводить к субоптимальной каталитической 
активности белков-мишеней, что согласуется с 
неконкурентным типом ингибирования, обнару-
женным в экспериментальных исследованиях.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы продемонстрировали 
способность ДМНП подавлять (p)ppGpp-синтези-
рующую активность микобактериальных белков 
семейства RelA/SpoT-гомологов в эксперимен-
тах с очищенными белками в условиях in  vitro. 
Ингибиторная активность ДМНП исследована не 
только в отношении длинных RSH-белков RelMsm 
из M. smegmatis (рис. 2, б) и RelMtb из M. tuberculosis 
(рис.  3), но и в отношении короткого RSH-бел-
ка  – малой алармонсинтетазы M. smegmatis RelZ 
(рис. 2, д). Несмотря на то что существование ма-
лых алармонсинтетаз было обнаружено сравни-
тельно недавно [32], уже накоплен массив данных, 
касающихся их значимой роли в метаболизме 
алармонов (p)ppGpp и в адаптивных механизмах 
у Staphylococcus aureus  [33], Vibrio cholerae  [34], а 
также многих других видов бактерий [12]. Однако 
способность соединений из класса ингибиторов 
алармонсинтетаз подавлять не только длинные,  
но и малые алармонсинтетазы до сих пор исследо-
вана недостаточно: известно лишь то, что релацин 
оказался неспособен подавлять активность малой 

алармонсинтетазы RelQ из Enterococcus faecalis [35]. 
Таким образом, экспериментальные данные о 
способности ДМНП подавлять активность малой 
алармонсинтетазы RelZ из M. smegmatis могут ука-
зывать на перспективу применения этого соеди-
нения для более полноценного подавления стро-
гого ответа видов бактерий, имеющих, помимо 
длинных RSH-белков, также и малые алармон
синтетазы.

В предыдущей работе мы исследовали актив-
ность соединения ДМНП в отношении полнораз-
мерного белка RelMsm [18], а в данной работе пока-
зана способность ДМНП подавлять активность 
RelMsm, лишённого регуляторного домена (RelNTD) 
(рис. 2, б). Тот факт, что ДМНП сохраняет свою ак
тивность в отсутствии регуляторного домена, лока-
лизует наиболее вероятное место его связывания 
в гидролазном или синтетазном домене RelMsm 
(рис. 1).

При исследовании ферментативной кине-
тики N-терминального домена RelMsm в диапазоне 
концентрации субстрата GTP было обнаружено 
соответствие данных кривой по уравнению Миха-
элиса–Ментен, в то время как ферментативная 
кинетика полноразмерного RelMsm в данных лите-
ратуры  [15] соответствовала уравнению Хилла. 
Уравнение Хилла обычно используется для описа-
ния кинетики кооперативных ферментов с алло-
стерической регуляцией. Отсутствие кооперации 
у изолированного N-терминального домена RelMsm 

указывает на ключевую роль C-терминального ре-
гуляторного домена для аллостерической регуля-
ции активности RelMsm, так как RelNTD демонстри-
рует неспособность к олигомеризации в отличие 
от полноразмерного RelMsm [21].

Алармоны связывают RelMsm в аллостериче-
ском сайте в C-терминальном домене, для кото-
рого показана способность взаимодействовать 
с pppGpp  [36]. Для RelMsm продемонстрирован 
механизм отрицательной обратной связи, когда 
pppGpp, ppGpp или pGpp подавляют его синтетиче-
скую активность [25]. Кроме того, недавние иссле-
дования обнаружили наличие аллостерического 
сайта связывания pppGpp между гидролазной и 
синтетазной областями N-терминального домена 
RelA из E. coli и Rel из Bacillus subtilis, который так-
же участвует в положительной регуляции синте-
тазной активности [37].

Малая алармонсинтетаза RelZ продемон-
стрировала сигмоидальную кинетику (рис. 2, д) 
с  h = 1,8 ± 0,2 (табл. 2, б). В растворе этот фермент 
существует в гексамерной форме, которая явля-
ется необходимой для его активности [38]. Олиго-
мерная структура RelZ может служить основой для 
кооперативного связывания. Ранее сигмоидальная 
кинетика наблюдалась также для малой алар-
монсинтетазы RelQ из S. aureus с коэффициентом 
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Хилла в диапазоне от 1,2 ± 0,3 до 2,1 ± 0,4 в зависи-
мости от субстрата и добавленного алармона [39]. 
Для RelZ описано ингибирование активности 
посредством продукта pppGpp, но не ppGpp, кото-
рый образуется при конверсии субстрата GDP [25]. 
Кроме того, для малой алармонсинтетазы SAS1 
B. subtilis показана положительная регуляция по-
средством связывания pppGpp в аллостерическом  
сайте [40].

Исследования ферментативной кинетики 
белков RelMsm и RelZ при воздействии ингиби-
тора ДМНП в диапазоне концентраций субстрата 
позволили установить его тип ингибирования 
в отношении данных белков (рис.  2, б, д). ДМНП 
характеризуется неконкурентным типом инги-
бирования в отношении обеих алармонсинтетаз, 
то есть не конкурирует с субстратами GDP и GTP 
за активный сайт синтетазного домена (табл.  2). 
Описанные в литературе ингибиторы алармон-
синтетаз, для которых проводились исследования 
ферментативной кинетики, обладают отличным 
от ДМНП типом ингибирования: конкурентный 
тип у аналога релацина AC [15], смешанный тип у 
витамина С [17] и аналога релацина AB [15].

В экспериментах по дозозависимому ингиби-
рованию in vitro установлена способность ДМНП 
подавлять активность синтеза pppGpp фермента 
RelMtb из M. tuberculosis. Соединение GSK-X9, для 
которого также установлена активность in vitro в 
отношении N-терминальной области белка RelMtb, 
демонстрирует способность снижать вызываемую 
голоданием толерантность M. tuberculosis к анти-
биотику изониазиду  [10]. Хотя ДМНП характери-
зуется менее эффективным значением концен-
трации полумаксимального ингибирования [I]50 
в  362  мкМ в сравнении с мощным ингибитором 
X9 ([I]50 = 16 мкМ), полученным в результате высо-
копроизводительного скрининга, ДМНП обладает 
более широким спектром установленных мише-
ней (p)ppGpp-синтетаз микобактерий и имеет по-
тенциал применения при разработке соединений, 
воздействующих на персистенцию бактерий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По результатам проведённых исследований 
можно сделать вывод о том, что механизм дей-
ствия аналога эрогоргиаена ДМНП заключается в 
неконкурентном связывании (p)ppGpp-синтетаз 
микобактерий. ДМНП проявляет активность в от-
ношении длинных RSH-белков M. smegmatis RelMsm 
и M. tuberculosis RelMtb, а также короткого RSH-
белка малой алармонсинтетазы M. smegmatis RelZ, 
подавляя их (p)ppGpp-синтезирующую активность. 
Таким образом, ДМНП является представителем 
класса ингибиторов алармонсинтетаз. Данный 
класс потенциально может иметь клиническое 
значение для борьбы с рецидивирующими бакте-
риальными инфекциями, сложность лечения ко-
торых обусловлена, среди прочего, механизмами, 
ассоциированными с алармонами (p)ppGpp: пер-
систенцией бактерий, толерантностью к антибио-
тикам и способностью к образованию биоплёнок.
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THE MECHANISM OF MYCOBACTERIAL (p)ppGpp SYNTHETASE 
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The synthesis of (p)ppGpp alarmones plays a vital role in the regulation of metabolism cessation, growth 
rate control, virulence, bacterial persistence, and biofilm formation. The RelA/SpoT homologs superfam-
ily proteins are responsible for (p)ppGpp alarmone synthesis, including long bifunctional RSH proteins 
and small alarmone synthetases. This study employs enzyme kinetics and dose-dependent inhibition 
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methods to investigate the specific mechanism of action of DMNP involving RelMsm and RelZ proteins, 
which are (p)ppGpp synthetases in Mycolicibacterium smegmatis belonging to both types, as well as RelMtb 
protein from Mycobacterium tuberculosis. The compound DMNP has demonstrated its capability to in-
hibit the activity of the RelMtb protein. According to enzyme kinetics analysis, DMNP acts as a noncom-
petitive inhibitor targeting the RelMsm and RelZ proteins. Molecular docking analysis allowed to localize 
the DMNP binding site in proximity to the (p)ppGpp synthetase domain active site. This study advances 
the development of alarmone synthetase inhibitor class of compounds, which includes relacin and its 
derivatives, alongside the investigated compound DMNP – a synthetic analog of the marine coral metab-
olite erogorgiaene. Unlike the conventional antibiotics, alarmone synthetase inhibitors target metabolic 
pathways linked to the stringent response. Although these pathways are not essential for bacteria, they 
regulate the development of adaptation mechanisms. Combining the conventional antibiotics that target 
actively growing cells with compounds that impede bacterial adaptation may potentially address prevail-
ing challenges associated with antimicrobial resistance and bacterial persistence.

Keywords: (p)ppGpp, alarmones, mycobacteria, RelA/SpoT homologs, small alarmone synthetases, alarmone 
synthetase inhibitors


