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Аннотация. Адаптивный ответ бактерий на стрессорное воздействие условий среды формируется за счет из-
менения генно-экспрессионного профиля клетки посредством функционирования регуляторных сетей. Сиг-
налами в них выступают естественные метаболиты клетки, в частности индол, а также вторичные мессендже-
ры (p) ppGpp и цАМФ, взаимное влияние которых недостаточно изучено и представляет собой цель данного 
исследования. Родительский штамм E. coli BW25141 ((p)ppGpp+) и нокаут BW25141ΔrelAΔspoT ((p)ppGpp0), не 
способный синтезировать (p)ppGpp, культивировали на среде М9 с различным содержанием глюкозы (5.6 и 
22.2 мМ), в присутствии триптофана в качестве субстрата для синтеза индола и в его отсутствие. Содержание 
глюкозы измеряли глюкозооксидазным методом, уровень индола – при помощи ВЭЖХ, концентрацию цАМФ – 
методом ELISA. Начало возрастания исходно низкого внутриклеточного содержания цАМФ совпадало с исчер-
панием глюкозы в среде. Максимальный уровень накопления цАМФ в клетках был пропорционален концен-
трации исходно добавленной глюкозы. При этом (p)ppGpp0 мутант демонстрировал снижение максимального 
уровня цАМФ по сравнению с (p)ppGpp+ родителем, наиболее выраженное на среде с 22.2 мМ глюкозы. Таким 
образом, (p)ppGpp положительно регулирует образование цАМФ. Известно, что промотор триптофаназного 
оперона, ответственного за биосинтез индола, находится под положительным контролем механизма катабо-
литной репрессии. Поэтому в клетках (p)ppGpp+ штамма в условиях низкой скорости спонтанного образования 
индола на бестриптофановой среде значительно усиливался его синтез в ответ на возрастание уровня цАМФ 
при исчерпании глюкозы, чего не наблюдалось у (p)ppGpp0 мутанта с пониженным накоплением цАМФ. При 
добавке триптофана оба штамма демонстрировали высокую продукцию индола, что сопровождалось сниже-
нием уровня накопления цАМФ по сравнению с бестриптофановым контролем. Таким образом, (p)ppGpp при 
исчерпании глюкозы положительно регулирует накопление цАМФ и индола, который, в свою очередь, снижает 
образование цАМФ.
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Abstract. Bacterial stress adaptive response is formed due to changes in the cell gene expression profile in response 
to alterations in environmental conditions through the functioning of regulatory networks. The mutual influence 
of network signaling molecules represented by cells’ natural metabolites, including indole and second messen-
gers (p) ppGpp and cAMP, is hitherto not well understood, being the aim of this study. E. coli parent strain BW25141 
((p) ppGpp+) and deletion knockout BW25141ΔrelAΔspoT which is unable to synthesize (p)ppGpp ((p)ppGpp0) were 
cultivated in M9 medium supplemented with different glucose concentrations (5.6 and 22.2 mM) in the presence of 
tryptophan as a substrate for indole synthesis and in its absence. The glucose content was determined with the glu-
cose oxidase method; the indole content, by means of HPLC; and the cAMP concentration, by ELISA. The onset of an 
increase in initially low intracellular cAMP content coincided with the depletion of glucose in the medium. Maximum 
cAMP accumulation in the cells was proportional to the concentration of initially added glucose. At the same time, the 
(p) ppGpp0 mutant showed a decrease in maximum cAMP levels compared to the (p)ppGpp+ parent, which was the 
most pronounced in the medium with 22.2 mM glucose. So, (p)ppGpp was able to positively regulate cAMP formation. 
The promoter of the tryptophanase operon responsible for indole biosynthesis is known to be under the positive con-
trol of catabolic repression. Therefore, in the cells of the (p)ppGpp+ strain grown in the tryptophan-free medium that 
were characterized by a low rate of spontaneous indole formation, its synthesis significantly increased in response to 
the rising cAMP level just after glucose depletion. However, this was not observed in the (p)ppGpp0 mutant cells with 
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reduced cAMP accumulation. When tryptophan was added to the medium, both of these strains demonstrated high 
indole production, which was accompanied by a decrease in cAMP accumulation compared to the tryptophan-free 
control. Thus, under glucose depletion, (p)ppGpp can positively regulate the accumulation of both cAMP and indole, 
while the latter, in its turn, has a negative effect on cAMP formation.
Key words: Escherichia coli; signaling molecules; cAMP; (p)ppGpp; indole; glucose; tryptophan.
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Введение
В основе адаптации бактерий к стрессовым воздействиям 
лежит тонкая перестройка регуляторных сетей вследствие 
изменения генной экспрессии и активности ферментов. 
При этом регуляторными сигналами в них являются про­
дукты метаболизма бактериальных клеток, такие как 
индол, вторичные мессенджеры (p)ppGpp и цАМФ. Взаи­
модействие метаболических путей этих сигнальных мо­
лекул обеспечивает адаптацию бактерий к различным 
изменениям среды обитания, что представляет большой 
научный интерес.

Первыми среди известных к настоящему времени ну­
клеотидных вторичных мессенджеров наиболее подробно 
были изучены цАМФ (3ʹ,5ʹ-циклический аденозинмоно­
фосфат) и (p)ppGpp (гуанозинтетра(пента)фосфат) на мо­
дельном организме Escherichia coli. Они действуют как 
внутриклеточные «вторичные» сигналы, передавая ин­
формацию о реальном микроокружении бактериальных 
клеток путем преобразования внеклеточных «первичных» 
сигналов в каскад внутриклеточных физиологических 
изменений, необходимых для обеспечения важных био­
логических функций (Hengge et al., 2019).

цАМФ синтезируется ферментом аденилатциклазой, 
кодируемой геном cyaA и катализирующей реакцию 
циклизации аденозинтрифосфата (АТФ) с образованием 
цАМФ и неорганического пирофосфата (Botsford, Har- 
man, 1992), и расщепляется с образованием АМФ с помо­
щью фосфодиэстераз CpdA (Imamura et al., 1996) и DosP 
(Yoshimura-Suzuki et al., 2005). Глобальный регулятор 
цАМФ играет важную роль во многих биологических про­
цессах, в том числе в регуляции роста, дифференцировки 
и общего метаболизма клеток, клеточного деления, голо­
дания, анаэробиоза, метаболизма углерода, стрессовых ре- 
акций (Gosset et al., 2004), в осморегуляции (Balsalobre et 
al., 2006), кворум-сенсинге (Zhou et al., 2008). Как показал 
транскриптомный анализ, более 200 оперонов находят­
ся под прямым или опосредованным контролем цАМФ 
(Gutierrez-Ríos et al., 2007). цАМФ в комплексе с CRP 
белком (cAMP receptor protein) (Rickenberg, 1974) регули­
рует транскрипцию нескольких сотен генов, часть из ко- 
торых вовлечена в процессы катаболизма (Botsford, Har­
man, 1992), и участвует во множественных регуляторных 
сетях.

Другой хорошо известный вторичный мессенджер 
(p) ppGpp индуцирует один из главных адаптивных меха­
низмов бактерий  – стринджент-ответ (Potrykus, Cashel, 
2008; Hauryliuk et al., 2015), влияя на различные аспекты 
бактериальной физиологии, такие как персистенция, виру­
лентность, биопленкообразование и другие (Dalebroux et 
al., 2010; Maisonneuve, Gerdes, 2014). Поскольку алармон 

(p) ppGpp является глобальным регулятором, под кон­
тролем которого находится экспрессия около 1400 генов 
(Traxler et al., 2008), его основная функция – регуляция 
роста и выживания бактериальных клеток в ответ на 
дефицит питательных веществ и различные стрессовые 
воздействия (Hengge et al., 2019). Повышенные уровни 
(p)ppGpp тормозят рост бактерий, ингибируя продукцию 
РНК, ДНК и белков (Mechold et al., 2013). У E. coli уровень 
(p)ppGpp в клетках определяется балансом двух алар­
монсинтетаз из семейства RSH (RelA/SpoT homologue) 
белков – RelA только с синтезирующей активностью и 
бифункционального фермента SpoT, который проявляет 
как синтетазную, так и (p)ppGpp-гидролазную активность. 
Синтетаза RelA активируется при связывании с рибосома­
ми при аминокислотном голодании, когда незаряженные 
тРНК связываются с А-сайтом рибосомы. SpoT-зависимое 
накопление (p)ppGpp в бактериальных клетках проис- 
ходит при недостатке источников углерода, жирных кис­
лот, железа, азота, фосфатов, окислительном стрессе и т. д. 
(Arenz et al., 2016). (p)ppGpp в клетках E. coli регулирует 
генную транскрипцию посредством изменения актив­
ности РНК-полимеразы за счет прямого взаимодействия 
с ферментом или опосредованно, снижая клеточный пул 
гуанозинтрифосфата (ГТФ) и, соответственно, соотноше­
ние АТФ/ГТФ в результате расходования ГТФ для синтеза 
(p)ppGpp (Dalebroux, Swanson, 2012; Hauryliuk et al., 2015).

В передаче сигналов изменения условий бактериально­
го микроокружения также принимает участие индол, сиг­
нальная молекула стационарно растущих бактериальных 
клеток. Продукция индола клетками E. coli, открытая в 
начале XX  в., использовалась в качестве диагностиче­
ского маркера для дифференцировки E.  coli от других 
кишечных бактерий. К настоящему времени известно, что 
способность синтезировать индол широко распространена 
среди микроорганизмов. Он вырабатывается не менее чем 
27  различными родами бактерий, способных продуци­
ровать фермент триптофаназу TnaA, которая расщепляет 
триптофан с образованием индола, пирувата и аммония 
(Lee et al., 2007). Импорт индола в клетку осуществляет 
главным образом пермеаза Mtr (Yanofsky et al., 1991), а 
экспортируется он из клетки преимущественно с участием 
помпы множественного лекарственного выброса AcrEF 
(Kawamura-Sato et al., 1999). У E. coli индол регулирует 
такие важные клеточные процессы, как биопленкообразо­
вание (Lee et al., 2007), персистенцию (Kwan et al., 2015), 
развитие множественной лекарственной устойчивости 
(Hirakawa et al., 2005), изменение стабильности плазмид 
(Chant, Summers, 2007), подвижности (Bansal et al., 2007), 
а также способность выживания в смешанных бактери­
альных культурах (Chu et al., 2012).

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chu W%5BAuthor%5D
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Регуляторные сети, в состав которых входят сигнальные 
молекулы цАМФ, (p)ppGpp и индол, воспринимающие 
эндогенные и экзогенные физико-химические сигналы 
окружающей среды и запускающие каскад биохимических 
реакций, которые приводят к изменению генно-экспрес­
сионного профиля клеток с последующими перестройка­
ми метаболизма, тесно взаимодействуют в бактериальных 
клетках. Одним из регуляторов синтеза индола является 
цАМФ, который в составе цАМФ-CRP-комплекса по­
ложительно регулирует транскрипцию триптофаназного 
оперона, ответственного за синтез индола (Stewart, Yanof­
sky, 1985). Ранее нами показано, что образование индола 
у E. coli зависит от алармона (p)ppGpp (Кашеварова и др., 
2022). Снижение уровня цАМФ в результате расщепления 
фосфодиэстеразами снижает продукцию индола, повышая 
персистенцию (Kwan et al., 2015). В то же время в работе 
других исследователей было показано, что экзогенная 
добавка цАМФ, при участии цАМФ-CRP регуляторного 
комплекса, контролирующего экспрессию RelA, стимули­
ровала экспрессию RelA, увеличивая продукцию алармона 
(p)ppGpp, что приводило к повышению персистенции. 
При этом активность цАМФ-CRP-комплекса и цАМФ-
CRP-контролируемая экспрессия RelA возрастали при ис­
черпании глюкозы как в нормальных, так и персистерных 
клетках (Amato et al., 2013). Таким образом, регуляторные 
сигналы цАМФ и индол (Kwan et al., 2015), наряду с 
(p) ppGpp (Wood et al., 2013), участвуют во множественных 
путях формирования персистенции.

Цель нашего исследования – изучить влияние (p)ppGpp 
и индола на образование цАМФ в условиях исчерпания 
углеродного субстрата глюкозы.

Материалы и методы
Исследованные штаммы и условия культивирования. 
Объектами исследования служили родительский штамм 
E. coli BW25141 (WT, (p)ppGpp+) (Datsenko, Wanner, 2000) 
и мутант BW25141ΔrelAΔspoT ((p)ppGpp0) (лабораторная 
коллекция). Культуры, хранившиеся на скошенном агаре 
Luria–Bertani (LB) (Sigma, США), высевали на пробирки 
с 5 мл жидкой среды LB (Sigma, США). Через 5 ч клетки 
пересевали на колбы Эрленмейера с минимальной сре­
дой М9 (50 мл), содержащей 5.6 мМ (0.1 %) или 22.2 мМ 
(0.4 %) глюкозы, и культивировали в термостатируемом 
шейкере (GFL 1092, Германия) при +37 °С с перемеши­
ванием при 120 об/мин в течение 18 ч. Ночные культуры 
разводили в 50 мл свежей среды М9 с соответствующи­
ми концентрациями глюкозы до оптической плотности 
ОП600 = 0.2, в часть колб добавляли триптофан (2 мМ) 
(AppliChem, Германия), оставляя другие в качестве кон­
трольных, и далее культивировали при тех же условиях в 
течение 168 ч. Оптическую плотность культур измеряли 
по величине абсорбции при 600 нм на спектрофотометре 
UV-1650PC (Shimadzu, Япония).

Генетическое конструирование. Делеционный мутант 
BW25141ΔrelAΔspoT сконструирован с использованием 
системы сайт-специфической рекомбинации FLP/FRT по 
методу Даценко–Ваннера (Datsenko, Wanner, 2000).

Содержание глюкозы в среде определяли глюкозоок­
сидазным методом с использованием набора Глюкоза-Ви­
тал («Витал Девелопмент Корпорэйшн», Россия). Пробы 

объемом 5 мкл отбирали в экспоненциальной фазе каждый 
час, далее – раз в сутки и инкубировали с 1 мл реагента при 
комнатной температуре в течение 15 мин. При окислении 
глюкозы кислородом воздуха под действием глюкозоок­
сидазы образуется эквимолярное количество перекиси 
водорода, которая под действием пероксидазы окисляет 
хромогенные субстраты с образованием окрашенного про- 
дукта, интенсивность окраски которого, пропорциональ­
ную концентрации глюкозы в образце, измеряли фото­
метрически при 510 нм на спектрофотометре UV-1650PC 
(Shimadzu, Япония).

Определение индола. Концентрацию индола в среде 
измеряли методом высокоэффективной жидкостной хро­
матографии (Kim et al., 2013), с небольшими модифи­
кациями, на хроматографе LC-20A со спектрофотоме­
трическим детектором SPD-M20A (Shimadzu, Япония), 
колонкой Luna С18 (250×4.6 мм, 5 мкм), предколонкой 
SecurityGuard  C18 (4×3  мм) (Phenomenex, США). Для 
определения внеклеточного индола пробы отбирали каж­
дые 2 ч в экспоненциальной фазе, в стационарной культу­
ре – раз в сутки. Клетки осаждали центрифугированием. 
Образцы супернатанта в объеме 20 мкл анализировали при 
скорости потока мобильной фазы (смесь ацетонитрила 
(«Криохром», Россия) и уксусной кислоты в соотноше­
нии 1:1) 1 мл/мин и +25 °C с детектированием при длине 
волны 280 нм. Для расчета содержания индола в образце 
использовали метод внешнего стандарта на основании 
предварительно построенной калибровочной кривой.

Измерение концентрации цАМФ. Количественное 
определение внутриклеточной концентрации цАМФ про­
водили методом конкурентного имунноферментного ана- 
лиза (ELISA). 1.5 мл исследуемой культуры центрифуги­
ровали при 12 000 об/мин при +4 °С в течение 5 мин. Оса­
док ресуспендировали в 300 мкл 0.1N HCl, выдерживали 
5 мин при +95 °С с последующим разрушением клеток 
на ультразвуковом дезинтеграторе CPX-130 (Cole-Parmer, 
США), используя щуп диаметром 6 мм (три цикла дли­
тельностью 30 с при амплитуде 40 %). Остатки клеток 
осаждали центрифугированием 15  мин, в полученном 
супернатанте после нейтрализации его 2М Na2CO3 опре­
деляли концентрацию цАМФ согласно методике произ- 
водителя (RayBio® cAMP Enzyme Immunoassay). Экспе­
рименты проводили не менее чем с двумя независимы­
ми культурами. Полученные данные нормализованы на 
внутриклеточный объем по абсолютно сухой биомассе 
клеток.

Статистическую обработку результатов выполняли 
в пакете стандартных программ Statistica  6.0 (StatSoft 
Inc., США). На графиках представлены средние значе­
ния ± стандартная ошибка среднего. Оценка статистиче­
ской значимости различий средних произведена с исполь­
зованием t-критерия Стьюдента ( р ≤ 0.05).

Результаты
В данной работе исследована динамика исчерпания глю­
козы и образования цАМФ и индола в периодических 
культурах штамма дикого типа E. coli BW25141 и полу­
ченного на его основе делеционного мутанта ΔrelAΔspoT 
при культивировании на минеральной среде М9 с различ­
ным содержанием исходно добавленной глюкозы (5.6 и 
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22.2 мМ). Сверхпродукцию индола воспроизводили путем 
экзогенной добавки аминокислоты триптофана – предше­
ственника синтеза индола – в концентрации 2 мМ с целью 
выяснения его эффекта на активность метаболических 
процессов, в частности скорость потребления углеродного 
субстрата (глюкозы) и синтез цАМФ.

При исследовании потребления глюкозы в периоди­
ческих культурах изучаемых штаммов установлено, что 
в условиях внесения изначально низкой концентрации 
глюкозы (5.6 мМ) исчерпание субстрата в клетках обоих 
штаммов происходило в первые часы культивирования 
(рис. 1, а). При этом в культуре родительского штамма 
глюкоза расходовалась полностью через 3 ч роста, тогда 
как отсутствие (p)ppGpp в клетках мутантного штамма 
E. coli приводило к замедлению исчерпания субстрата на 
2 ч по сравнению со штаммом дикого типа. В то же время 
присутствие триптофана в среде не оказывало эффекта в 
обоих случаях.

При высоком исходном содержании глюкозы (22.2 мМ) 
в родительском штамме глюкоза заканчивалась спустя 
12 ч после переноса клеток в свежую питательную среду 

(см. рис. 1, б ). Двойная ΔrelAΔspoT мутация, так же как и 
в условиях добавки 5.6 мМ глюкозы, приводила к замед­
лению исчерпания субстрата более чем на 24 ч. Однако 
присутствие триптофана в среде вызывало ускорение 
потребления глюкозы более чем на 4 ч в родительском 
штамме и на 24 ч в (p)ppGpp0 мутанте.

Начало возрастания исходно низкого внутриклеточного 
уровня цАМФ совпадало с исчерпанием глюкозы в сре­
де. В культурах, растущих в среде с 5.6 мМ глюкозы, уве­
личение концентрации цАМФ происходило раньше, чем 
при 22.2 мМ глюкозы (рис. 2). В среде с низким содер­
жанием глюкозы (см. рис. 2, а) (p)ppGpp+ штамм показал 
быстрое исчерпание глюкозы в интервале 1–3 ч, что со­
провождалось активным накоплением цАМФ. Однако 
двойная делеция приводила к более резкому увеличению 
уровня цАМФ начиная с 5 ч, чего не наблюдалось в сре­
де с 22.2 мМ глюкозы. К концу наблюдаемого периода 
первых суток культивирования (9 ч роста) более высокие 
значения накопления цАМФ продемонстрировал мутант 
при 5.6 мМ глюкозы, что примерно в два раза превышало 
уровень цАМФ при 22.2 мМ глюкозы.

Рис. 1. Динамика исчерпания глюкозы в культурах родительского штамма (WT) и (p)ppGpp0 мутанта при росте в среде без 
триптофана и с добавкой 2 мМ триптофана при содержании 5.6 мМ (а) и 22.2 мМ глюкозы (б ).
* Статистически значимое отличие (p)ppGpp0 мутанта от (p)ppGpp+ штамма в среде без триптофана; + статистически значимое от-
личие (p)ppGpp0 мутанта от (p)ppGpp+ штамма в условиях добавки 2 мМ триптофана; х статистически значимое отличие (p) ppGpp+ 

штамма с добавкой 2  мМ триптофана от (p)ppGpp+ штамма в бестриптофановой среде; **  статистически значимое отличие 
(p) ppGpp0 мутанта в среде с 2 мМ триптофана от (p)ppGpp0 мутанта в бестриптофановой среде ( р ≤ 0.05).

Рис. 2. Потребление глюкозы (гистограмма/столбцы) и образование цАМФ (график/ромбы) в культурах родительского штамма и (p)ppGpp0 
мутанта в среде без триптофана и с добавкой 2 мМ триптофана при содержании 5.6 мМ (а) и 22.2 мМ глюкозы (б ).
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В стационарных культурах высокая концентрация ис­
ходно добавленной глюкозы (22.2 мМ) в среде приводила 
к более высокому уровню синтеза цАМФ, чем в условиях 
добавки 5.6 мМ глюкозы. В случае делеционного мутанта 
эти различия были менее выражены (рис. 3).

Максимальные значения накопления цАМФ в клетках 
были пропорциональны концентрации добавленной 
глюкозы. Следует отметить, что (p)ppGpp0 нокаут де­
монстрировал снижение максимального уровня цАМФ 
по сравнению с WT штаммом, наиболее выраженное на 
среде с 22.2 мМ глюкозы. Максимум накопления цАМФ 
при 5.6 мМ глюкозы в мутантном штамме достигался к 
9 ч культивирования с последующим снижением, тогда 
как в (p)ppGpp+ родителе – на 72 ч (без триптофана) и 
24 ч (с триптофаном) (см. рис. 3, а). В условиях добавки 
22.2 мМ глюкозы максимальные значения цАМФ отме­
чены на 72 ч роста в WT штамме как в бестриптофано­
вой среде, так и в присутствии предшественника индола 
(см. рис. 3, б ). В то же время в (p)ppGpp0 нокауте уровень 
цАМФ на протяжении всего периода культивирования из­
менялся незначительно, особенно в среде с добавкой трип­
тофана, и был до 6 раз ниже в сравнении с WT штаммом. 
Таким образом, отсутствие (p)ppGpp в клетках приводило 
к снижению образования цАМФ.

Ранее нами было показано, что эффект (p)ppGpp, сиг­
нальной молекулы стринджент-ответа, в регуляции про­
дукции индола клетками E. coli зависит от содержания 
глюкозы в среде культивирования (Кашеварова и др., 
2022). Таким образом, (p)ppGpp положительно регулирует 
синтез индола в условиях спонтанного образования этого 
метаболита при 22.2 мМ глюкозы на бестриптофановой 
среде, чего не происходило при 5.6 мМ глюкозы. При эк­
зогенной добавке 2 мМ триптофана (p)ppGpp-зависимая 
продукция индола наблюдалась при обеих изученных 
концентрациях глюкозы с более выраженным эффектом 
при высоком содержании углеродного субстрата. Однако 
лимитирование глюкозы в момент начала культивирова­

ния (5.6 мМ глюкозы) приводило к возрастанию скорости 
накопления индола и сокращению времени достижения 
его максимальных значений (рис. 4).

При исследовании эффекта сверхпродукции индола на 
синтез цАМФ в зависимости от содержания углеродного 
субстрата установлено, что добавка аминокислоты трип­
тофана, вызывающая накопление индола в среде до 2.2–
2.9 мМ (см. рис. 4, в, г), не оказывала значимого эффекта 
на внутриклеточную концентрацию цАМФ в изученных 
штаммах при исследованных концентрациях глюкозы, за 
исключением (p)ppGpp+ штамма при содержании 22.2 мМ 
глюкозы, когда наблюдалось снижение уровня цАМФ до 
4 раз в условиях внесения триптофана в сравнении с бес­
триптофановым контролем (рис. 5).

Обсуждение
Бактерии, подвергаясь различным стрессовым факторам, 
таким как голодание, температурный, кислотный, окисли­
тельный стресс и т. д., развили эффективные механизмы 
стрессовых ответов для адаптации к неблагоприятным 
условиям. Стрессовые ответы индуцируются сигнальны­
ми молекулами, запускающими цепочку реакций, приво­
дящих к изменению генной экспрессии и перестройке ме- 
таболизма бактериальных клеток, что позволяет им вы­
живать при неблагоприятных воздействиях.

В представленной работе изучено взаимное влияние 
сигнальных молекул (p)ppGpp, цАМФ и индола при ис­
черпании глюкозы в среде культивирования. Глюкоза – 
предпочтительный источник углерода и энергии для кле- 
ток E. coli, у которых сформировалась сложная регуля­
торная сеть, координирующая генную экспрессию, транс­
порт и активность ферментов в ответ на присутствие 
этого субстрата (Gutierrez-Ríos et al., 2007). Углеродное 
голодание вызывает общий стрессовый ответ, регулируе­
мый механизмом катаболитной репрессии и (p)ppGpp-
опосредованным стринджент-ответом. У E.  coli гены, 
контролируемые белком-регулятором катаболитной ре­

Рис. 3. Кривые роста (штриховые линии) и образование цАМФ (сплошные линии) в культурах родительского и мутантного штаммов при росте 
в среде без триптофана (незалитые значки) и с добавкой 2 мМ триптофана (залитые значки) при содержании в среде 5.6 мМ (а) и 22.2 мМ глю-
козы (б ).
* Статистически значимое отличие (p)ppGpp0 мутанта от (p)ppGpp+ штамма в среде без триптофана; + статистически значимое отличие (p)ppGpp0 мутан-
та от (p)ppGpp+ штамма в условиях добавки 2 мМ триптофана.
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прессии CRP, являются RelA-зависимыми, что указывает 
на то, что (p)ppGpp выполняет функцию глобального ре- 
гулятора при углеродном голодании (Traxler et al., 2006). 
Это демонстрирует взаимодействие механизмов катабо­
литной репрессии и стринджент-ответа. В недавнем ис­
следовании с помощью флуоресцентной спектроскопии 
было показано, что (p)ppGpp способен связываться с CRP 
белком с высокой аффинностью, а результаты молеку­
лярного докинга позволили предположить, что (p)ppGpp 
может отрицательно регулировать активность этого белка. 
Таким образом, экспрессия CRP-контролируемых генов 
модулируется (p)ppGpp в результате его связывания с CRP 
при стрессе голодания (Duysak et al., 2021).

В бактериальных клетках внутриклеточные уровни 
цАМФ зависят от многих факторов и определяются, 
прежде всего, соотношением активности ферментов аде­
нилатциклазы и фосфодиэстераз. Сигнальная молекула 
цАМФ входит в состав цAMФ-CRP-комплекса, который 
контролируется углеводами фосфоэнолпируватфосфо­
трансферазной системы (Deutscher et al., 2006) и, в свою 
очередь, регулирует катаболитную репрессию углерода 
(Botsford, Harman, 1992), при которой присутствие глю­
козы в ростовой среде подавляет экспрессию ферментов, 
катализирующих метаболизм других источников углерода, 
снижая уровни как CRP белка, так и цАМФ (Ishizuka et al., 
1994). У E. coli уровни клеточного цАМФ обратно про­
порциональны источнику углерода, что приводит к низким 
концентрациям в присутствии легко метаболизируемого 
источника углерода (глюкозы). Помимо катаболизма уг­

Рис. 4. Продукция индола (залитые значки) и образование цАМФ (незалитые значки) в культурах родительского штамма WT и (p)) ppGpp0 но
каута при росте в среде без триптофана (а, б ) и с добавкой 2 мМ триптофана (в, г) при содержании 22.2 мМ (а, в) и 5.6 мМ глюкозы (б, г).
*  Статистически значимое отличие (p)ppGpp0 мутанта от (p)ppGpp+ штамма по продукции индола и цАМФ (черный и голубой цвет соответственно)  
(р ≤ 0.05).

Рис. 5. Продукция индола (график) и образование цАМФ (гистограм-
ма/столбцы) в культуре родительского штамма при росте в среде без 
триптофана (ромбы/белые столбцы) и с добавкой 2 мМ триптофана 
(кружки/черные столбцы) при содержании 22.2 мМ глюкозы.
*  Статистически значимое отличие (p)ppGpp+ штамма с добавкой 2  мМ 
триптофана от (p)ppGpp+ штамма в бестриптофановой среде ( р ≤ 0.05).

лерода, под контролем цАМФ-CRP-регулона находятся 
важные клеточные функции, связанные со стрессовым 
ответом, делением клеток и метаболизмом аминокислот, 
включая ген триптофаназы tnaA, ответственной за продук­
цию из аминокислоты триптофана одного из метаболитов 
E. coli – индола (Isaacs et al., 1994).

В настоящей работе изучена зависимость динамики 
синтеза цАМФ и индола от присутствия (p)ppGpp и со­
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держания глюкозы в среде культивирования. В экспери­
ментах использовалось две концентрации глюкозы – 5.6 и 
22.2 мМ, которые позиционировались нами как низкое и 
высокое содержание глюкозы соответственно. В услови­
ях добавки триптофана при исчерпании глюкозы в среде 
происходит переключение метаболизма бактериальных 
клеток на утилизацию этого субстрата, который клетки 
E. coli способны использовать в качестве единственного 
источника углерода и азота за счет действия индуцибель­
ного фермента триптофаназы, расщепляющей триптофан 
с образованием индола (Yanofsky et al., 1991).

Нами показано, что отсутствие (p)ppGpp в клетках сни­
жает их способность расщеплять глюкозу. Этот эффект 
был наиболее выраженным при высоком содержании 
глюкозы в среде (22.2 мМ). В данных условиях ускорение 
исчерпания глюкозы отмечалось в среде, содержащей 
триптофан (см. рис. 1). Способность бактериальных кле­
ток продуцировать (p)ppGpp играет важную роль в ме­
таболизме глюкозы как для грамположительных, так и 
для грамотрицательных бактерий (Oh et al., 2015). При 
адаптации бактерий к глюкозному голоданию, помимо 
классического стринджент-ответа, при котором происхо­
дит торможение роста и ингибирование синтеза макро­
молекул, формируется расширенный адаптивный ответ, 
включающий ингибирование гликолиза и метаболические 
переходы, опосредованные с помощью механизма ката­
болитной репрессии (Zhang et al., 2016). Согласно нашим 
экспериментам, исчерпание глюкозы в среде сопровож­
далось увеличением исходно низкого внутриклеточного 
содержания цАМФ. Максимальный уровень накопления 
цАМФ в клетках был пропорционален концентрации ис­
ходно добавленного субстрата. При содержании 5.6 мМ 
глюкозы возрастание уровня цАМФ происходило раньше, 
чем при 22.2  мМ глюкозы (см. рис.  2). При этом мак­
симальные значения внутриклеточной концентрации 
цАМФ за 168-часовой период наблюдений достигались 
уже в первые сутки культивирования в (p)ppGpp0 му­
танте и на 24-м часу в родительском штамме с добавкой 
триптофана. В то же время в бестриптофановой культуре 
(p)ppGpp+ штамма максимум наблюдался на 72-м  часу 
культивирования (см. рис. 3, а), как и в условиях добавки 
22.2 мМ глюкозы в среде (см. рис.  3, б ). При высоком 
содержании глюкозы уровень цАМФ был выше у роди­
тельского штамма в сравнении с делеционным мутантом 
как в бестриптофановой среде, так и в присутствии этой 
аминокислоты (см. рис. 3, б ). Таким образом, отсутствие 
(p)ppGpp в клетках приводило к снижению образования 
цАМФ, что позволяет сделать вывод о положительной ре­
гуляции процесса синтеза цАМФ в клетках E. coli при 
участии (p)ppGpp.

Вторичный мессенджер (p)ppGpp модулирует экспрес­
сию генов в ответ на различные стрессовые воздействия у 
разных видов бактерий (Irving, Corrigan, 2018) и является 
ключевым регулятором стринджент-ответа. Это один из 
важнейших защитных механизмов при адаптации бакте­
рий, который индуцируется, прежде всего, при стрессе го­
лодания (Traxler et al., 2006, 2008). У грамотрицательных 
бактерий (p)ppGpp регулирует инициацию транскрипции 
путем непосредственного связывания с РНК-полимеразой. 
Стимулирующий или ингибирующий эффект (p)ppGpp 

на транскрипцию зависит от структуры дискриминатор­
ных последовательностей (с преобладанием AT- или GC-
оснований) (Sanchez-Vazquez et al., 2019). Кроме того, 
(p) ppGpp может напрямую связываться с белками, из­
меняя их каталитическую активность. Так, в работе (Ro 
et al., 2021) было показано, что (p)ppGpp способствует 
ацетилированию CRP белка, который в составе цАМФ-
CRP-комплекса играет ключевую роль в регуляции генной 
экспрессии E. coli. Однако при этом не наблюдалось су­
щественных различий ни в уровнях цАМФ, ни в экспрес­
сии аденилатциклазы cyaA, ответственной за продукцию 
цАМФ, между полноценным штаммом и мутантом с де­
лецией одной алармонсинтетазы ΔrelA.

Полученные нами результаты демонстрируют влияние 
(p)ppGpp на уровень цАМФ, который проявляется в воз­
растании концентрации цАМФ в (p)ppGpp+ штамме по 
сравнению с мутантным штаммом с двойной делецией 
∆relA∆spoT в 2.8 и 6 раз при содержании 5.6 и 22.2 мМ 
глюкозы соответственно во временных точках максималь­
ного различия, что приходится на 72 ч культивирования в 
бестриптофановой среде (см. рис. 3). Подобный эффект 
(p)ppGpp на уровень цАМФ наблюдался и в условиях 
избыточного накопления индола, но только при высоком 
(22.2 мМ) исходном содержании глюкозы (см. рис. 3, б ), 
тогда как при лимитировании глюкозы различия в кон­
центрации цАМФ между WT и нокаутом исчезали (см. 
рис. 3, а). Вероятно, отсутствие эффекта (p)ppGpp на уро­
вень цАМФ (Ro et al., 2021) можно объяснить активностью 
фермента SpoT-синтетазы, приводящей к накоплению 
(p) ppGpp, в то время как в наших экспериментах двой­
ная делеция ∆relA∆spoT обеспечивала полное отсутствие 
сигнальной молекулы стринджент-ответа. Интересно, что 
присутствие (p)ppGpp в клетках вызывало ускорение на­
чала синтеза цАМФ в условиях лимитирования глюкозы 
(5.6 мМ исходного содержания), что демонстрировалось 
на 3 ч культивирования статистически значимым 4-крат­
ным увеличением концентрации цАМФ в (p)ppGpp+-
штамме по сравнению с мутантом в бестриптофановой 
среде. Однако в последующие две точки отбора проб – 5 
и 9 ч культивирования – (p) ppGpp0 нокаут превосходил 
родительский штамм в уровне выработки цАМФ (см. 
рис.  4,  б ), что наблюдалось также в условиях добавки 
триптофана (см. рис. 4, г).

В данном исследовании нами показано, что (p)ppGpp во­
влечен в регуляцию продукции цАМФ, как и в биосинтез 
индола. Известно, что триптофаназный оперон tnaCAB, 
ответственный за образование индола, положительно ре­
гулируется цAМФ-CRP-зависимым механизмом катабо­
литной репрессии и индуцируется на транскрипционном 
уровне при исчерпании углеводов и переходе клеток в 
стационарную фазу (Stewart, Yanofsky, 1985). Этим объ­
ясняется наблюдаемое на бестриптофановой среде повы­
шение уровня цАМФ до 1.8 и 6 нг/мкл при 5.6 и 22.2 мМ 
глюкозы соответственно (см. рис. 3). Возрастание цАМФ 
сопровождалось значительным увеличением (до 10 раз) 
образования индола в условиях добавки 22.2 мМ глюкозы, 
что характерно только для родительского штамма, но не 
для мутанта (см. рис. 4, а). Таким образом, можно сделать 
вывод, что алармон (p)ppGpp положительно регулирует 
процесс образования индола наравне с механизмом ката­



N.M. Kashevarova 
E.A. Khaova, A.G. Tkachenko

22 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2024 • 28 • 1

The regulatory effects of (p)ppGpp and indole 
on cAMP synthesis in Escherichia coli cells

болитной репрессии. Как видно из рис. 4, а, б, внутрикле­
точная концентрация цАМФ в бестриптофановой среде 
снижается в ΔrelAΔspoT мутанте в сравнении с (p)ppGpp+ 
штаммом в 6 и 3 раза в среде с 22.2 и 5.6 мМ глюкозы 
соответственно. Это указывает на положительную роль 
(p) ppGpp как в регуляции синтеза цАМФ, так и в продук­
ции индола. В условиях добавки триптофана оба штамма 
при обеих исследованных концентрациях глюкозы демон­
стрировали высокую продукцию индола (см. рис. 4, в, г). 
Возрастание образования индола происходило по времени 
культивирования раньше при 5.6 мМ глюкозы, что может 
быть связано с более ранним образованием цАМФ в 
клетках. При этом мутант тоже демонстрировал задержку 
по времени в накоплении индола, более выраженную в 
условиях добавки 22.2 мМ глюкозы (см. рис. 4, в). Таким 
образом, продукция индола у E. coli находится под поло­
жительным контролем вторичных мессенджеров (p) ppGpp 
и цАМФ в условиях лимита субстрата.

Представленные нами данные показывают, что уровень 
цАМФ в клетках E. coli в некоторой степени зависит от 
содержания индола в среде. Наличие в среде субстрата для 
синтеза индола триптофана приводит к сверхпродукции 
индола в культурах обоих штаммов. Однако снижение кон­
центрации цАМФ, более выраженное в условиях добавки 
22.2  мМ глюкозы, наблюдается только в родительском 
штамме (см. рис. 5), тогда как в культуре ΔrelAΔspoT но­
каута высокая продукция индола не оказывала значимого 
эффекта на уровень цАМФ.

Полученные результаты демонстрируют, что отсутствие 
алармона (p)ppGpp в клетках E. coli приводило к сниже­
нию образования цАМФ и замедлению метаболизма глю­
козы. Возрастание уровня цАМФ в ответ на исчерпание 
глюкозы сопровождалось синтезом индола с выраженным 
снижением его накопления в (p)ppGpp0 мутанте в срав­
нении с родительским штаммом как в бестриптофановой 
среде, так и при добавке триптофана. В клетках (p)ppGpp+ 
штамма в условиях низкой скорости спонтанного обра­
зования индола на бестриптофановой среде значительно 
усиливался его синтез в ответ на возрастание уровня 
цАМФ при исчерпании глюкозы, чего не наблюдалось у 
(p)ppGpp0 мутанта с пониженным накоплением цАМФ. 
Это указывает на положительную роль (p)ppGpp в регу­
ляции процесса образования индола, контролируемого 
механизмом катаболитной репрессии при участии цAMФ. 
В условиях внесения триптофана оба штамма демонстри­
ровали высокую продукцию индола, что сопровождалось 
снижением уровня накопления цАМФ в сравнении с бес­
триптофановым контролем и было наиболее выражено в 
(p)ppGpp+ штамме при 22.2 мМ глюкозы. Таким образом, 
алармон (p)ppGpp в условиях лимитирования глюкозы 
положительно регулирует накопление цАМФ и индола, 
который, в свою очередь, снижает образование цАМФ.

Заключение
Выживание бактерий в непрерывно изменяющихся усло­
виях среды обусловлено сформировавшейся в ходе эво­
люционного процесса сложнейшей системой взаимодей­
ствующих многочисленных регуляторных сетей, конт­
ролирующих разнообразные физиологические функции 
бактерий при различных стрессовых воздействиях. В на- 

шей работе рассмотрено взаимодействие сигнальных мо­
лекул цАМФ, (p)ppGpp и индола в условиях лимитиро­
вания субстрата и показано, что (p)ppGpp действует как 
положительный регулятор метаболизма глюкозы, синтеза 
цАМФ и продукции индола. Внутриклеточный уровень 
накопления цАМФ зависит как от обеспеченности среды 
углеродным субстратом, так и от алармона стринджент-
ответа (p)ppGpp. Отсутствие (p)ppGpp в клетках снижает 
их способность продуцировать индол в условиях низкой 
скорости его спонтанного образования на бестриптофа­
новой среде и замедляет скорость его накопления в сре­
де в присутствии триптофана. Биосинтез индола у E. coli 
положительно регулируется сигнальными молекулами 
(p) ppGpp и цАМФ в условиях лимита субстрата. Это по­
зволяет сделать вывод, что (p)ppGpp-зависимая продук- 
ция индола опосредуется через изменение уровня цАМФ 
в клетках. Полученные результаты демонстрируют моду­
ляторный эффект (p)ppGpp в экспрессии генов триптофа­
назного оперона, регулируемого цAMФ-CRP-зависимым 
механизмом катаболитной репрессии, снятие которой ин­
дуцируется при исчерпании глюкозы.
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