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Распространение лекарственно-устойчивых штаммов Mycobacterium tuberculosis является одной из
главных угроз мировому контролю за туберкулезом, требующей постоянной разработки новых проти-
вотуберкулезных препаратов (ПТП). Триптантрины – удобные соединения для разработки кандидатов
в ПТП, отличающиеся простотой синтеза, низкой токсичностью и активностью как в отношении ле-
карственно-чувствительных, так и лекарственно-устойчивых штаммов M. tuberculosis. Ранее еноил-
(ацил-переносящий белок)-редуктаза InhA была in silico предсказана в качестве возможной биоми-
шени триптантринов, а у спонтанных мутантов M. smegmatis, устойчивых к триптантринам, были
обнаружены мутации в генах MSMEG_1963, MSMEG_4427 и MSMEG_5597. В данной работе мето-
дами обратной генетики мы показали, что именно мутации в генах MSMEG_1963 и MSMEG_5597
приводят к устойчивости к триптантринам за счет нарушения функции репрессии транскрипции
кодируемых ими белков. Установлено, что мутации в генах MSMEG_1963 и MSMEG_5597 приводят
к сверхэкспрессии генов MSMEG_1964 и MSMEG_5596 соответственно, кодирующих ферменты, ве-
роятно принимающие участие в окислительно-восстановительной инактивации триптантринов.
Также установлено, что InhA не является мишенью триптантринов, поскольку его сверхэспрессия
не влияет на чувствительность микобактерий к ним.
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Mycobacterium tuberculosis – инфекционный
агент, вызывающий самое смертоносное бакте-
риальное заболевание, ежегодно уносящее около
1.4 млн жизней – туберкулез [1].

Стрептомицин – природный антибиотик,
производимый бактерией Streptomyces griseus, от-
крытый в 1944 г., стал первым противотуберкулез-
ным препаратом (ПТП) и положил начало терапии
туберкулеза [2]. После стрептомицина были откры-
ты и другие эффективные ПТП, что в итоге при-
вело к разработке шестимесячного курса терапии
лекарственно-чувствительного туберкулеза с ис-
пользованием комбинаций нескольких антибио-
тиков [3]. Однако нарушения режима приема
препаратов в конечном счете приводят к возник-
новению и распространению штаммов M. tubercu-
losis с множественной (МЛУ) и широкой (ШЛУ)
лекарственной устойчивостью. Так, проблема ле-
карственной устойчивости M. tuberculosis делает
необходимым проводить поиск антибиотиков с
принципиально новыми механизмами действия.
Лекарственная устойчивость M. tuberculosis обу-

словлена, как правило, возникновением мутаций
в генах, кодирующих мишени ПТП, активаторы
пролекарств, белки транскрипционные регуляторы
эффлюкса и генов резистома [4, 5]. В постгеномную
эру обязательным этапом поиска новых ПТП явля-
ется установление биомишеней и механизмов дей-
ствия кандидатных молекул во избежание разви-
тия перекрестной устойчивости. Сам же поиск
при этом может идти как от лекарства к мишени,
так и от мишени к лекарству [6].

Привлекательным кандидатом для разработки
новых ПТП является триптантрин (рис. 1, 1a), об-
ладающий высокой активностью in vitro в отно-
шении M. tuberculosis, которая также сохраняется
в отношении штаммов с МЛУ (МИК = 1 мкг/мл)
[7]. Триптантрин – природный алкалоид, при-
надлежащий к хиназолиновым антибиотикам,
впервые был выделен из растения Strobilanthes cu-
sia, Kuntze [8]. Триптантрин обладает широким
спектром ингибирующей активности против раз-
личных патогенных микроорганизмов, таких как
Leishmania donovani [9], Plasmodium falciparum [10],
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Escherlichia coli [11], Helicobacter pylori [12], а также
противогрибковой активностью в отношении ро-
дов Trichophyton, Microsporum и Epidermophyron [8,
13]. Ранее исследования с помощью молекуляр-
ного докинга показали потенциально высокую
аффинность молекулы триптантрина к ферменту
еноил-(ацил-переносящий белок)-редуктазе (InhA)
M. tuberculosis [14]. InhA играет ключевую роль в
биосинтезе миколовых кислот, важных компо-
нент клеточной стенки микобактерий, а также
является биомишенью ПТП изониазида [15]. Од-
нако, несмотря на исследования in silico, биоми-
шень и механизм действия триптантрина еще не
были установлены in vitro.

Ранее мы показали участие эффлюксной пом-
пы MmpS5-MmpL5 в формировании базового
уровня устойчивости Mycobacterium smegmatis к
триптантрину и 8-фтортритантрину (рис. 1, 1b)
[16]. Также с использованием штаммов M. smeg-
matis mc2 155 (штамм дикого типа) и M. smegmatis
Δmmp5 (штамм с делецией оперона mmpS5-
mmpL5 [17]) нами получены две группы спонтан-
ных мутантов, устойчивых к соединению 1b. Му-
танты также имели перекрестную устойчивость к
1a, поэтому мы сделали вывод об одинаковом ме-
ханизме устойчивости M. smegmatis к обоим трип-
тантринам 1a и 1b. Сравнительный геномный
анализ устойчивых мутантов выявил три вариан-
та однонуклеотидных замен в гене MSMEG_1963
(R893C, R523C, R523L), один вариант мутации в
MSMEG_4427 (L236R), а также инсерцию
(Ins50TG), замену (*207R) и инсерцию транспо-
зона в гене MSMEG_5597 [16]. В данной работе
описано исследование участия вышеуказанных
генов в формировании механизма устойчивости
M. smegmatis к триптантринам методами обратной
генетики. А также впервые in vitro проверена ги-
потеза о возможной роли InhA в качестве биоми-
шени триптантринов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактериальные штаммы и условия 
культивирования

Штаммы Escherichia coli DH5α, используемые
для отбора и наработки плазмид, культивировали

в среде LB (Amresco, США). Для культивации
штаммов M. smegmatis использовали жидкую сре-
ду Midllebrook 7H9 (Himedia, Индия) с добавле-
нием OADC (Himedia, Индия), глицерина 0.4% и
Tween-80 0.1%, а также триптон-соевый агар (M290,
Himedia, Индия) в качестве твердой среды. При не-
обходимости в среду добавляли антибиотик: кана-
мицин 50 мкг/мл, гигромицин (250 мкг/мл для
E. coli и 50 мкг/мл M. smegmatis) и ангидротетра-
циклин 10 нг/мл. Инкубировали бактерии в жид-
кой среде в шейкере-инкубаторе (Infors HT, Ба-
зель, Швейцария) при 37°C и 250 об./мин.

Клонирование генов в экспрессионный вектор

Для анализа фенотипа при сверхэкспрессии
генов MSMEG_1963, MSMEG_4427, MSMEG_5597
(как дикого типа, так и их аллельных вариантов),
а также генов MSMEG_3151 (inhA M. smegmatis) и
Rv1484 (inhA M. tuberculosis), данные гены были
клонированы в составе экспрессионного вектора
pMIND [18]. Амплификацию генов проводили
при помощи набора Q5 для высокоточной ПЦР
(NEB, США). В качестве ДНК-матрицы для ам-
плификации генов дикого типа использовали ге-
номную ДНК M. smegmatis mc2 155, а также ДНК
M. tuberculosis H37Rv, в то время, как для амплифи-
кации аллельных вариантов генов MSMEG_1963,
MSMEG_4427, MSMEG_5597 – геномную ДНК
соответствующих мутантных штаммов M. smegmatis,
описанных ранее [16]. В последовательность прай-
меров были включены сайты рестрикции NdeI и
SpeI, а также в последовательность прямого прай-
мера – сайт посадки рибосомы перед старт-кодо-
ном. Последовательности праймеров приведены
в табл. 1. Полученные ампликоны, а также вектор
обрабатывали соответствующими эндонуклеаза-
ми рестрикции (NEB, США), после чего лигиро-
вали с использованием T4 ДНК-лигазы (Thermo
Fisher Scientific, США). Лигазную смесь исполь-
зовали для трансформации химически-компе-
тентных клеток E. coli DH5α, отбор целевых кло-
нов проводили ПЦР-скринингом, после чего
подтверждали корректность клонированной по-
следовательности секвенированием по Сэнгеру.
Итоговые конструкции использовали для элек-
тропорации M. smegmatis mc2 155 по методике,
описанной ранее [19].

Конструирование рекомбинантных
штаммов M. smegmatis

Для создания штаммов M. smegmatis, несущих
единичные мутации в генах MSMEG_1963,
MSMEG_4427 и MSMEG_5597 на основе штамма
M. smegmatis mc2 155, применяли метод гомоло-
гичной рекомбинации с использованием суицид-
ной системы p2NIL/pGOAL19 [20]. Вкратце, с ис-
пользованием набора Q5 для высокоточной ПЦР

Рис. 1. Структурные формулы триптантрина (1a) и
8-фтортриптантрина (1b).
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(NEB, США), праймеров, содержащих специфич-
ные сайты рестрикции (табл. 1), и геномной ДНК
спонтанных мутантов M. smegmatis, имеющих целе-
вые мутации [16], были наработаны соответствую-
щие фрагменты, содержащие мутации в целевых ге-
нах, а также плечи длиной ~1500 пн для гомологич-
ной рекомбинации (фрагменты HR1963, HR4427 и
HR5597). После обработки соответствующими
эндонуклеазами рестрикции (Thermo Fischer Sci-
entific, США) ампликонов и плазмиды p2NIL,
производили лигирование и отбор целевых кло-
нов по методике, описанной выше. Далее в целе-
вые плазмиды по сайту рестрикции PacI клониро-
вали кассету с маркерными генами из плазмиды
pGOAL19. Конечными плазмидами электропори-
ровали клетки M. smegmatis mc2 155. Отбор единич-
ных кроссоверов проводили на триптон-соевом
агаре, содержащем канамицин 50 мкг/мл, гигро-
мицин 50 мкг/мл и X-Gal (50 мкг/мл): плазмида
p2NIL не имеет микобактериального ориджина
репликации, таким образом работа маркерных
генов возможна только при интеграции плазми-
ды в хромосому путем гомологичной рекомбина-
ции. Синие колонии единичных кроссоверов
растили ночь в жидкой среде Middlebrook 7H9,
после чего высевали на триптон-соевый агар, со-
держащий X-Gal (50 мкг/мл) и 10%-ную сахарозу
для отбора двойных кроссоверов, после чего те-
стировали их чувствительность к канамицину,
для подтверждения полного удаления кассеты с
маркерными генами из хромосомы. Для конечного
отбора рекомбинантов, несущих желаемую одно-
нуклеотидную замену, секвенировали целевую об-
ласть по Сэнгеру.

Определение минимальной 
ингибирующей концентрации

Анализ лекарственной чувствительности штам-
мов микобактерий проводили методом определе-
ния минимальных ингибирующих концентраций
(МИК) при серийных микроразведениях. Для
определения МИК культуры штаммов M. smegmatis
инкубировали ночь в жидкой среде Middlebrook
7H9, затем ночные культуры разводили свежей сре-
дой 7H9 до OD600 = 0.05. Далее бактериальные куль-
туры по 196 мкл вносили в 96-луночный планшет,
содержащий серийные двукратные разведения со-
единения 1b в DMSO, до конечных концентраций
от 0.5 до 32 мкг/мл и максимально возможную
концентрацию – 53.2 мкг/мл, и для изониазида от
25 до 1600 мкг/мл. Оценку роста клеточных куль-
тур проводили визуально после двух суток инку-
бации при 37°С и периодического помешивания
при 250 об./мин. За МИК принимали концентра-
цию, при которой не наблюдалось визуального
роста культуры.

Выделение РНК микобактерий 
и постановка ПЦР в реальном времени

Для выделения тотальной РНК, культуры
M. smegmatis растили в 10 мл среды Middlebrook
7H9 до оптической плотности OD600 ≈ 1.0, после
чего промывали дважды 3 мл реагента RNAprotect
Bacteria Reagent (QIAGEN, США). Тотальную
РНК микобактерий выделяли при помощи набора
RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN, США) по протоко-
лу производителя, с использованием кремниевых
шариков Lysing Matrix B (MP Biomedicals, США)
для гомогенизации. После выделения и очистки,
РНК обрабатывали ДНКазой TURBO DNAse
(Thermo Fisher Scientific, США), измеряли кон-
центрацию на приборе Qubit (Invitrogen, США)
набором RNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scien-
tific, США), целостность РНК оценивали при по-
мощи электрофореза в агарозном геле. Синтез
первой цепи кДНК проводили набором iScript Se-
lect cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, США) с исполь-
зованием 300 нг тотальной РНК.

Для постановки количественной ПЦР в реаль-
ном времени использовали набор qPCR-HS
SYBR (Евроген, Россия) и 5 нг кДНК на приборе
CFX96 Touch (Bio-Rad, США). Праймеры были
подобраны в программе Primer-BLAST [21] и
приведены в табл. 1. Оценку результатов прово-
дили в программе CFX Manager V 3.1 (Bio-Rad,
США): относительная нормализованная экс-
прессия была посчитана по трем биологическим
повторам как ∆∆Cq, с использованием генов sigA
и ftsZ в качестве референса.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Мутации в генах MSMEG_1963 и MSMEG_5597 

приводят к устойчивости к триптантринам
Участие генов MSMEG_1963, MSMEG_4427 и

MSMEG_5597 в формировании устойчивости
M. smegmatis к триптантринам проверяли двумя
подходами: сверхэкспрессией генов дикого типа
и их аллельных вариантов, а также конструирова-
нием рекомбинантных штаммов, несущих единич-
ные мутации в указанных генах, с последующей
оценкой чувствительности штаммов микобактерий
к 1b. Всего нами было сконструировано девять
плазмид для сверхэкспрессии исследуемых генов,
а также три рекомбинантных штамма (табл. 2).

Сверхэкспрессия генов MSMEG_1963,
MSMEG_4427 и MSMEG_5597 не влияла на чув-
ствительность M. smegmatis к 1b. Так, МИК 1b для
штаммов со сверхэкспрессией данных генов со-
ставлял от 4 до 8 мкг/мл, что лишь на ± 1 шаг от-
личалось от контроля (пустой вектор pMIND,
МИК = 8 мкг/мл) и является погрешностью ме-
тода (табл. 3). Также не менялась чувствитель-
ность штамма M. smegmatis 4427c. При этом для
M. smegmatis 1963c и 5597с значения МИК 1b оказа-
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лись максимально возможными, что подтвердило
роль мутаций в этих генах в формировании устой-
чивости к триптантринам. В то же время, сверхэкс-
прессия генов MSMEG_1963 и MSMEG_5597 в
штаммах M. smegmatis 1963c и 5597с соответствен-
но, восстанавливала чувствительность данных
штаммов к триптантринам.

Мутации в MSMEG_1963 и MSMEG_5597 
приводят к сверхэкспрессии MSMEG_1964

и MSMEG_5596

Гены MSMEG_1963 и MSMEG_5597 аннотиро-
ваны как транскрипционные репрессоры (семей-
ства EmbR и TetR соответственно). Как правило,
у бактерий транскрипционные репрессоры регу-
лируют экспрессию близлежащих генов. Нами
было проанализировано генетическое окружение
данных генов, в котором были обнаружены гены
MSMEG_1964 и MSMEG_5596, кодирующие, со-
ответственно, митомицин радикальную оксидазу
и оксидоредуктазу, которые могут являться по-
тенциальными инактиваторами триптантринов
за счет окислительно-восстановительной моди-
фикации их молекул.

Для анализа влияния мутаций в генах
MSMEG_1963 и MSMEG_5597 на изменение экс-
прессии MSMEG_1964 и MSMEG_5596 проведена
количественная ПЦР в реальном времени с ис-
пользованием кДНК-штаммов M. smegmatis 1963c
и 5597c. В штамме M. smegmatis 5597c наблюдалось
значительное повышение экспрессии генов
MSMEG_5596 и MSMEG_5597 (рис. 2,а), а в штамме
M. smegmatis 1963c – лишь гена MSMEG_1964
(рис. 2,б). Нами также была дополнительно ис-
следована экспрессия генов MSMEG_1963 и
MSMEG_1964 в двух спонтанных мутантах,
устойчивых к 8-фтортриптантрину – M. smegmatis
Δmmp5-1 и mc2-10 [16]. В обоих случаях также на-
блюдалась значительная сверхэкспрессия гена
MSMEG_1964, хотя и ниже, чем в случае штамма
M. smegmatis 1963c (рис. 2,б), экспрессия гена
MSMEG_1963 также не претерпевала значительных
изменений в сравнении с контролем. Таким обра-
зом, показано, что мутации в генах MSMEG_1963 и
MSMEG_5597 приводят к сверхэкспрессии генов
MSMEG_1964 и MSMEG_5596 соответственно, ко-
дирующих ферменты, которые потенциально могут
инактивировать молекулы триптантринов [22].

Таблица 2. Штаммы микобактерий и плазмиды, описанные в работе

Штамм M. smegmatis Описание

mc2 155 Дикий тип

1963c Рекомбинантный штамм, мутация R523L (CGC>CTC) в гене MSMEG_1963

5597c Рекомбинантный штамм, мутация *207R (TGA>CGA) в гене MSMEG_5597

4427c Рекомбинантный штамм, мутация L236R (CTG>CGG) в гене MSMEG_4427

Δmmp5-1 Спонтанный мутант M. smegmatis Δmmp5-1, устойчивый к 8-фтортриптантрину, мутация 
R523C (CGC>TGC) в гене MSMEG_1963 [16]

mc2-10 Спонтанный мутант M. smegmatis mc2 155, устойчивый к 8-фтортриптантрину, 
мутация R893C (CGT>TGT) в гене MSMEG_1963 [16]

Плазмида Описание

pMIND Пустой экспрессионный вектор

pMIND::1963wt pMIND с геном MSMEG_1963 дикого типа

pMIND::1963d1 pMIND с мутантным MSMEG_1963 (мутация R523C, CGC>TGC)

pMIND::1963d6 pMIND с мутантным MSMEG_1963 (мутация R523L, CGC>CTC)

pMIND::1963mc10 pMIND с мутантным MSMEG_1963 (мутация R893C, CGT>TGT)

pMIND::4427wt pMIND с геном MSMEG_4427 дикого типа

pMIND::4427mc10 pMIND с мутантным MSMEG_4427 (мутация L236R, CTG>CGG)

pMIND::5597wt pMIND с геном MSMEG_5597 дикого типа

pMIND::5597d10 pMIND с мутантным MSMEG_5597 (мутация Stop207R, TGA>CGA)

pMIND::5597mc8 pMIND с мутантным MSMEG_5597 (сдвиг рамки считывания, С49>CTG)

pMIND::ms3151 pMIND с геном MSMEG_3151 (inhA M. smegmatis)

pMIND::Rv1484 pMIND с геном Rv1484 (inhA M. tuberculosis)
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InhA не является биомишенью триптантринов

Еноил-(ацил-переносящий белок)-редуктаза
InhA – основная мишень изониазида [15], являет-
ся предсказанной in silico биомишенью триптан-

тринов [14]. Сверхэкспрессия гена, кодирующего
биомишень лекарственного препарата, должна
приводить к повышению уровня устойчивости
бактерии к данному препарату, поскольку равно-
го количества молекул препарата уже не должно
хватать для ингибирования увеличенного коли-
чества белковых молекул мишени. Таким обра-
зом, сверхэкспрессия гена, кодирующего биоми-
шень какого-либо препарата, и исследование
чувствительности к нему, является удобным спо-
собом проверки гипотезы мишень-специфично-
сти препарата. Чтобы проверить гипотезу о том,
является ли InhA биомишенью триптантринов,
мы получили генетические конструкции на осно-
ве вектора pMIND для сверхэкспрессии генов,
кодирующих данный фермент (как M. smegmatis,
так и M. tuberculosis), в клетках M. smegmatis mc2
155 (табл. 2).

МИК и 1b в отношении штаммов M. smegmatis
pMIND::ms3151 и M. smegmatis pMIND::rv1484
оказались равны 8 мкг/мл и не отличались от
МИК 1b для M. smegmatis pMIND, хотя сверхэкс-
прессия генов MSMEG_3151 и Rv1484 ожидаемо
приводила к устойчивости к изониазиду, исполь-
зованному в качестве контроля (табл. 4). Таким
образом, InhA не является биомишенью триптан-
тринов.

ОБСУЖДЕНИЕ

Триптантрины являются перспективными мо-
лекулами для разработки на их основе новых
ПТП, главная черта которых – сохраняющаяся
активность в отношении лекарственно-устойчи-

Таблица 3. Минимальные ингибирующие концентра-
ции (МИК) триптантринов в отношении различных
штаммов M. smegmatis

Штамм
МИК, 
мкг/мл

1b

M. smegmatis mc2 155 4
M. smegmatis 1963c >53
M. smegmatis 5597c >53
M. smegmatis 4427c 4
M. smegmatis mc2 155 pMIND 8
M. smegmatis mc2 155 pMIND::1963wt 8
M. smegmatis mc2 155 pMIND::1963d1 8
M. smegmatis mc2 155 pMIND::1963d6 8
M. smegmatis mc2 155 pMIND::1963mc10 4
M. smegmatis mc2 155 pMIND::4427wt 8
M. smegmatis mc2 155 pMIND::4427mc10 8
M. smegmatis mc2 155 pMIND::5597wt 8
M. smegmatis mc2 155 pMIND::5597d10 8
M. smegmatis mc2 155 pMIND::5597mc8 4
M. smegmatis 5597c pMIND >32
M. smegmatis 5597c pMIND::5597wt 8
M. smegmatis 1963c pMIND 16
M. smegmatis 1963c pMIND::1963wt 4

Рис. 2. Относительные уровни экспрессии генов MSMEG_5597 и MSMEG_5596 в штамме M. smegmatis 5597c (а), и от-
носительные уровни экспрессии гена MSMEG_1964 в штаммах M. smegmatis 1963c, Δmmp5-1 и mc2-10 (б). Планки по-
грешностей отражают стандартную ошибку среднего.
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вых штаммов [7]. Основным направлением поиска
производных триптантрина является улучшение
биодоступности и активности на моделях in vivo
[22]. Однако несмотря на многочисленные иссле-
дования, включающие in silico предсказанную
биомишень [14], их механизм действия, равно как
и механизмы устойчивости микобактерий к ним
не подтверждены in vitro. Ранее нам удалось пока-
зать участие системы эффлюкса MmpS5-MmpL5
в модуляции устойчивости микобактерий к трип-
тантринам, а также обнаружить мутации в трех
генах M. smegmatis (MSMEG_1963, MSMEG_5597 и
MSMEG_4427), ассоциированных с устойчиво-
стью к этим соединениям [16], роль каждого из
которых предстояло изучить по отдельности.

В данной работе мы показали, что лишь мута-
ции в генах MSMEG_1963 и MSMEG_5597 приво-
дят к устойчивости M. smegmatis к триптантринам,
при этом добавление копии гена дикого типа вос-
станавливало чувствительный фенотип. Известно,
что MSMEG_1963 и MSMEG_5597 аннотированы
как транскрипционные репрессоры, которые могут
регулировать экспрессию близлежащих генов.
Мутации в них приводят к нарушению их функции,
которая и восстанавливается при гетерологической
экспрессии копии данных генов дикого типа. Наши
данные подтвердили, что MSMEG_1963 репресси-
рует экспрессию MSMEG_1964 (кодирует митоми-
цин радикальную оксидазу), а MSMEG_5597 –
экспрессию MSMEG_5596 (кодирует оксидоредук-
тазу). Вероятно, данные ферменты принимают
участие в окислительно-восстановительной инак-
тивации триптантринов, приводя к устойчивости
при их сверхэкспрессии. Наши данные соответ-
ствуют опубликованным ранее [23], согласно кото-
рым экспрессия MSMEG_5596 обратно пропорцио-
нальна экспрессии MSMEG_5597, однако такой
корреляции между экспрессией MSMEG_1963 и
MSMEG_1964 ранее не наблюдалось, что может
быть обусловлено как структурой промотора, так
и недостаточным изменением экспрессии гена
MSMEG_1963 в проведенном ранее опыте. В то
время как мутации в гене MSMEG_5597 приводили к
масштабным изменениям в структуре белка (сдвиг
рамки считывания, замена стоп-кода с удлинением
полипептидной цепи, инсерции транспозона), в ге-
не MSMEG_1963 наблюдались лишь мутации в
двух кодонах (523 и 893), хотя и они приводили к
существенной сверхэкспрессии контролируемого
им гена. Интересно, что обе эти мутации находят-
ся за пределами аннотированного ДНК-связыва-
ющего домена (2-247), а кодон 523 является ча-
стью аннотированного АТФазного домена белка.
Также, по всей видимости, замены в кодоне 523
критичнее для функционирования белка
MSMEG_1963, так как мутации в этой позиции
приводили к более высокому уровню экспрессии
MSMEG_1964, хотя и не сказывались на уровне
устойчивости. Таким образом, более детальное

изучение структуры белка MSMEG_1963 может
представлять интерес для будущих исследований.

Ген MSMEG_4427, аннотированный как транс-
портер семейства MFS, не влияет на устойчивость
M. smegmatis к триптантринам. Данная мутация
была выявлена только у спонтанных мутантов,
полученных с использованием штамма дикого
типа M. smegmatis mc2 155, помимо этого мутанты
также одновременно имели мутации в гене
MSMEG_1963 либо в MSMEG_5597 [16]. Поэтому
изначально не было ясно, вносит ли какой-то
вклад MSMEG_4427 в устойчивость к триптан-
тринам.

Важным результатом является опровержение
того, что InhA – возможная мишень триптантри-
нов: сверхэкспрессия генов inhA как M. smegmatis,
так и M. tuberculosis не влияла на чувствительность
M. smegmatis к триптантринам, хотя повышала
устойчивость к изониазиду в случае гена inhA
M. smegmatis. Возможно, InhA M. tuberculosis не ком-
пенсирует функцию своего гомолога, ингибируе-
мого изониазидом, либо же транскрипция данного
гена без адаптации кодонов не столь эффективна.
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следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.

Таблица 4. Минимальные ингибирующие концентрации
(МИК) 8-фтортриптантрина (1b) и изониазида (INH) в
отношении штаммов M. smegmatis, сверхэкспрессирую-
щих гены inhA

Штамм M. smegmatis mc2 155
МИК, мкг/мл

1b INH

pMIND 8 400–800

pMIND::ms3151 8 >1600

pMIND::Rv1484 8 800
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MSMEG_1963 and MSMEG_5597 Genes, but Not inhA, Modulate
Mycobacterium smegmatis Resistance to Tryptanthrins

S. G. Frolovaa, b, V. N. Danilenkoa, and D. A. Maslova, *
aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

bMoscow Institute of Physics and Technology (State University), Moscow oblast, Dolgoprudny, 141701 Russia
*e-mail: maslov_da@vigg.ru

The spread of drug resistant Mycobacterium tuberculosis strains is a key threat to the global tuberculosis (TB)
control, urging the need to constantly develop new anti-TB drugs. Tryptanthrins are perspective molecules
for anti-TB drug candidates’ development sue to their ease of synthesis, low toxicity and antimycobacterial ac-
tivity on both drug susceptible and drug-resistant M. tuberculosis strains. Enoyl-acyl carrier protein reductase
InhA has been previously predicted in silico as a possible target for tryptanthrins, while spontaneous tryptan-
thrin-resistant M. smegmatis mutants were found to harbor mutations in MSMEG_1963, MSMEG_4427 and
MSMEG_5597 genes. Using the reverse-genetics approaches we demonstrate that mutations in MSMEG_1963
and MSMEG_5597 genes lead to a loss of function of their encoded transcriptional repressors and lead to
tryptanthrin-resistance. We show that mutations in MSMEG_1963 and MSMEG_5597 lead to overexpression
of MSMEG_1964 and MSMEG_5596, respectively, which encode enzymes, potentially involved in redox in-
activation of tryptanthrins. We also show that InhA is not a biotarget of tryptanthrins, as its overexpression
does not affect tryptanthrin-susceptibility of mycobacteria.

Keywords: Mycobacterium smegmatis, tuberculosis, tryptanthrin, drug resistance, InhA.
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