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I. ВВЕДЕНИЕ
Патогенные медленнорастущие микобактерии, такие, как Mycobacterium leprae или Myco­
bacterium tuberculosis (Mtb) способны выживать длительное время в организме хозяина 
после начального заражения, в том числе за счет перехода в покоящееся нереплика
тивное состояние, являющееся адаптивным механизмом выживания у неспорообразую
щих бактерий [1]. Покоящиеся формы Mtb могут находиться в течение многих лет в 
организме хозяина, что приводит к развитию латентного туберкулеза (ТБ) у 25% людей 
Земли. В 5–10% случаев происходит реактивация покоящихся микобактерий (ПМ), 
приводящая к их активному делению (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/
tuberculosis), что вызывает рецидив заболевания [2, 3], и это составляет миллионы слу
чаев в год в масштабах планеты. Процесс реактивации заболевания зависит от индиви
дуальных особенностей иммунной системы носителя и от пока недостаточно изученных 
взаимодействий патоген-хозяин.
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	 Особую актуальность явление реактивации ПМ приобрело в настоящее время в 
связи с распространением коронавирусной инфекции. В последние годы было проде
монстрировано, что заражение COVID-19 нередко приводит к переходу латентного 
туберкулеза в активную форму, которая в значительном проценте случаев оказывается 
лекарственно-устойчивой [4].
	 Несмотря на то, что явление активации латентного ТБ известно уже много лет, 
механизм этого процесса до сих пор фрагментарен и до конца неясен. Тем не менее, 
благодаря интенсивным исследованиям на моделях in vitro, имитирующих латентное 
состояние [5], получен ряд важных результатов, проясняющих механизм реактивации 
ПМ, а также найдены факторы, приводящие к запуску этого процесса.
	 В настоящем обзоре представлены современные знания, касающиеся биохимичес
ких механизмов реактивации покоящихся микобактерий, что важно как для фундамен
тальной, так и для медицинской микробиологии.

II. УСЛОВИЯ РЕАКТИВАЦИИ ПОКОЯЩИХСЯ ФОРМ МИКОБАКТЕРИЙ
Процесс перехода ПМ в активное состояние является многостадийным. Считается, что 
этому переходу предшествует специальная стадия – реактивация, при которой осуществ
ляется запуск основных функциональных путей в клетке, что в результате приводит 
к восстановлению процесса деления клеток, но для начала реактивации необходимо 
наличие определенных условий [6]. Более того, трудности, наблюдаемые при реактива
ции покоящихся бактерий, могут быть связаны с наличием разного рода повреждений 
в длительно стрессированных клетках (например, большого количества окисленных 
белков) [7]. Избыток питательных компонентов в среде тоже может оказаться критич
ным фактором для успешной реактивации, поскольку такой избыток может оказаться 
токсичным. Механизм этого явления, названного «смерть, ускоряемая субстратом», 
связывают с накоплением токсичных интермедиатов в путях метаболизма данного 
субстрата [8]. Так, было продемонстрировано, что для реактивации покоящихся форм 
Micrococcus luteus нельзя использовать мясо-пептонный бульон, являющийся обога
щенной субстратами средой [9]. Чаще всего восстановление стрессированных бактерий 
проводят на достаточно обедненных средах с низким содержанием источника углерода 
(например, глицерина). 
	 Часто реактивация бывает успешной на жидких средах, но в тоже время полностью 
отсутствует на плотных агаризированных средах [10, 11]. Это явление получило назва
ние «некультивируемость» (НК), употребляемое в операционном смысле [12]. «Некуль
тивируемость», как полагают, может быть вызвана несколькими причинами: накопление 
секретируемых токсических веществ в больших локальных концентрациях вследствие 
несбалансированности метаболизма; значительная величина поверхностного натяже
ния на границе раздела обводненный слой агара/воздух; другие неоптимальные физи
ческие условия. Тем не менее, истинные причины и процессы, приводящие к НК состоя
нию, остаются не установленными. В процессе реактивации на жидких средах НК 
состояние постепенно исчезает, а в конце реактивации клетки становятся полностью 
культивируемые на любых средах [11, 12]. 
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III. РОЛЬ СЕКРЕТИРУЕМЫХ ФАКТОРОВ  
В РЕАКТИВАЦИИ ПОКОЯЩИХСЯ МИКОБАКТЕРИЙ

Успешную реактивацию ПМ в жидкой среде часто связывают с накоплением неких хими
ческих факторов в окружающей среде. Так, было обнаружено, что реактивации клеток 
старой культуры Mtb из НК состояния благоприятствует добавление к среде суперна
танта, полученного из культуры Mtb ранней стационарной фазы. В этом супернатанте 
были выявлены фосфолипиды и некие пептиды, как предполагают, репарирующие пов
реждения биологических мембран и ускоряющие рост бактерий [13].
	 Филогенетически связанная с микобактериями неспорообразующая бактерия M. luteus 
способна переходить в покоящееся и НК состояние в результате длительного пребыва
ния в стационарной фазе. Однако, при добавлении к среде реактивации супернатанта, 
полученного из активно растущих культур M. luteus происходила индукция размно
жения таких форм [14]. В таком активирующем супернатанте был обнаружен белок, 
способствующий ускоренной реактивации покоящихся клеток M. luteus – Rpf (Resuscita
tion promoting factor) [9]. В микобактериях имеются гомологи этого белка, пять у Mtb 
[15] и четыре у непатогенной бактерии Mycolicibacterium (basonym: Mycobacterium) 
smegmatis (Msm), являющейся широко используемым модельным организмом для изу
чения биохимии микобактерий [16]. Делеция гена, кодирующая белок Rpf из M. luteus 
приводила к аттенюированию роста этой бактерии. В отличие от микрококка, удаление 
единичного белка Rpf не влияет на скорость роста Mtb in vitro, однако удаление трех 
или более белков Rpf приводит к значительному замедлению роста Mtb [17]. Было проде
монстрировано, что рекомбинантный RpfB из микобактерий способен промотировать 
рост лиофилизированных микобактериальных клеток [18], а также увеличивать коли
чество детектируемых клеток Mtb в образцах мокроты больных активным ТБ людей [19]. 
	  Бактериальные клетки штаммов Mtb с одновременной делецией группы генов, коди
рующих белки Rpf, отличаются повышенной чувствительностью к детергенту (SDS) и 
отсутствием способности к реактивации в свежей среде роста in vitro, а также к размно
жению в органах мышей in vivo [17]. Было обнаружено, что штамм Mtb с делецией гена, 
кодирующего RpfB отличался дефектным ростом в процессе реактивации хронической 
формы ТБ у мышей [20]. В другой работе выявили, что двойная делеция генов rpfA и rpfB 
в клетках Mtb приводила также к проблемам с реактивацией бактерий этого штамма в 
модели хронического ТБ на мышах [21]. Такая двойная делеция способствовала дефект
ному росту Mtb в макрофагах мышей, но положительно регулировала синтез цитокинов 
воспалительного сигналинга [21]. С другой стороны, путем комбинирования различных 
вариантов делеций генов rpf в клетках Mtb было обнаружено, что для реактивации 
наиболее значимы RpfB и RpfE [17]. 
	 RpfB, RpfC и RpfE продемонстрировали максимальную индукцию во время реак
тивации, причем, rpfB и rpfC экспрессируются в первые часы реактивации нереплика
тивных клеток Mtb, образованных в гипоксических условиях [22]. Уровень экспрессии 
остальных генов rpf достигал максимума позже. Изучение реактивации НК форм Mtb, 
полученных в условиях культивирования с ограничением содержания ионов калия, 
выявило, что большинство генов, кодирующих Rpf, активировались только после начала 
клеточного деления. Только rpfE повышался на 7-й день, совпадающий с началом раз
множения. Уровень RpfB был повышен после 8 дней реактивации [23]. 
	 Эти эксперименты, несомненно, указывают на значение белков Rpf в реактивации ПМ.
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МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ БЕЛКОВ Rpf
Согласно первоначальной гипотезе, Rpf рассматривался как бактериальный цитокин, 
который связывается с внеклеточным рецептором, что приводит к стимуляции роста [9]. 
Однако попытки найти соответствующий рецептор не были успешными. В тоже время, 
структурные исследования продемонстрировали четкую гомологию Rpf с лизоцимом и 
литическими трансгликозилазами [24]. Кристаллическая структура домена, консерва
тивного для белков семейства Rpf, выявила лизоцимоподобную складку c-типа [25]. 
На этом основании было предсказано, что в результате ферментативной активности 
этого белка будет расщепляться гликозидная связь между N-ацетилглюкозамином и 
N-ацетил(гликолил)мурамовой кислотой в пептидогликане клеточной стенки [24]. 
Муралитическая активность белков Rpf была экспериментально подтверждена путем 
демонстрации способности Rpf расщеплять субстраты, подобные клеточной стенке M. 
luteus [26]. Интересно, что роль гидролаз клеточной стенки была ранее установлена при 
изучении процесса прорастания спор у рода Bacillus. Так, штамм B. anthracis с делецией 
нескольких гидролаз пептидогликана способен образовывать споры, но процесс их про
растания дефектен [27, 28]. Подобный эффект наблюдался в мутантных штаммах Strep­
tomyces coelicolor с делецией генов пептидогликангидролаз [29], где также был про
демонстрирован дефектный процесс прорастания спор в отсутствие этих ферментов.
Одним из возможных механизмов реактивирующего действия Rpf является непосред
ственное участие Rpf в заключительном этапе деления клетки, приводящем к разъеди
нению соседних клеток при помощи ограниченного гидролиза пептидогликана (ПГ). В 
пользу этого предположения говорит факт дезагрегации клеточных агрегатов при добав
лении Rpf к культурам Msm и M. luteus [30]. Однако этот эффект наблюдался, когда кон
центрации Rpf были намного выше, чем концентрации, используемые для стимуляции 
реактивации. Стоит также отметить, что концентрации клеток, использованные в этих 
экспериментах, также были намного выше, чем в процедуре реактивации. Таким обра
зом, было предположено, что факторы реактивации, входящие в состав семейства Rpf 
(rpfA, rpfB, rpfC, rpfD, rpfE) стимулируют рост и реактивацию микобактерий за счет их 
способности к ремоделингу клеточной стенки.
	 Другое предположение относительно участия Rpf в реактивации состоит в том, что 
Rpf действует косвенно, гидролизуя ПГ бактериальных клеток и высвобождая активные 
продукты гидролиза [30].
	 Было показано, что Rpf способен гидролизовать клеточную стенку микобакте
рий [31]. Наблюдаемое расщепление ПГ было специфическим, поскольку в присут
ствии эффективных ингибиторов Rpf 1,5-динитро-2,4-бистиоцианатобензола и 3-нит
ро-4-тиоцианатофенил-фенилметанона подобный эффект не наблюдался. Фрагменты 
клеточной стенки Msm, выделившиеся после расщепления в присутствии Rpf, исполь
зовали в экспериментах по реактивации НК микобактерий [32]. Такие клетки способны 
к реактивации в жидкой среде в присутствии экзогенно добавленного рекомбинантного 
белка Rpf [32]. Продукты гидролиза клеточной стенки – фрагменты пептидогликана 
(ФПГ), внесенные в жидкую среду, также стимулировали реактивацию этих форм 
микобактерий. При этом концентрация ФПГ была критичной для успешности реакти
вации [31]. В экспериментах по реактивации микобактерий количество реактиви
рованных клеток, полученных после внесения продуктов Rpf-зависимого гидролиза 
клеточной стенки, было сопоставимо с количеством клеток, полученных в результате 
инкубирования с Rpf [31]. Эта стимуляция была специфичной для ФПГ, так как мико
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бактериальный арабиногалактан не стимулировал реактивацию. Аналогичные эффекты 
ФПГ наблюдались при реактивации покоящихся форм Mtb, хотя оптимальная концент
рация фрагментов составляла около 0,2 мкг/мл. ФПГ не только стимулировали процесс 
реактивации, но также демонстрировали способность стимулировать скорость роста 
стрессированных клеток Mtb [31].
	 Эти и другие эксперименты стали основой для предположения, что активные про
дукты энзиматического действия гидролиза ПГ под действием Rpf служат триггером 
для последовательности событий, в конечном итоге приводящих к реактивации. Эта 
идея была сформулирована в ряде публикаций [33–38].
	 В этой связи интересными представляются эксперименты, в которых было обнару
жено, что ФПГ (муропептиды) могут стимулировать прорастание спор B. subtilis [34, 
35]. Муропептиды предположительно способны взаимодействовать с PASTA-доменами 
серин/треонин протеинкиназы PrkC [34]. Известно, что при прорастании спор акти
вируется PrkC, вследствие этого происходит фосфолирирование рибосомных ГТФаз 
(EF‑G), необходимых для запуска процессов трансляции белка в прорастающих спорах. 
В микобактериях имеется серин/треонин протеин киназа PknB, являющаяся гомологом 
PrkC и также содержащая внеклеточные PASTA-домены [37]. Благодаря активности 
PknB происходит фосфорилирование белка Wag31 (гомолога DivIVA), участвующего в 
морфогенезе во время фазы активного роста бактерий [39]. 
	 В исследовании Мира с соавторами [40] несколько химически синтезированных 
муропептидов были изучены на предмет их стимулирующей реактивацию активности 
в отношении покоящихся культур Mtb. Это исследование продемонстрировало слабый 
реактивационный эффект для двух типов муропептидов. В тоже время химически синте
зированные муропептиды оказывали выраженный стимулирующий эффект на прорас
тание спор B. subtilis [41]. Необходимо отметить, что в работе Мира с соавторами были 
использованы моносахарид-олигопептиды [40], тогда как в работе [41] было обнару
жено, что минимальным структурным мотивом, необходимым для реактивации спор 
B. subtilis, являются дисахаридные фрагменты ПГ. 

СИНЕРГИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ ПЕПТИДОГЛИКАНГИДРОЛАЗ RpfB И RipА
Было установлено, что пептидогликангидролазная активность белка RpfB осуществ
ляется в комплексе с другим внеклеточным ферментом, стимулирующим реактивацию – 
RipA (resuscitation promoting factor interacting protein A). RipA является белком, состоя
щим из 472 остатков, кодируемым геном Mtb rv1477. RipA связывается с белками RpfB 
и Rpf E [42–45]. Делеция RipA-ортолога у Msm привела к дефектам при образовании 
септы во время клеточного деления [44]. Обнаружено, что оба белка (RpfB и RipA) 
со-локализуются в перегородке делящихся клеток [44, 45]. RpfB расщепляет гликозидные 
связи в ПГ клеточной стенки [24], тогда как, RipA является L,D-эндопептидазой – про
теолитическим ферментом, способным расщеплять пептидные связи внутри пептидной 
цепи (гидролизует цепь между D-глутаматом и мезо-диаминопимелиновой кислотой, что 
приводит к нарушению поперечных сшивок пептидогликана, определяющих ригидность 
и стабильность ПГ [44, 46] (Рис. 1). Взаимодействие между этими гидролазами клеточной 
стенки приводит к синергетическому гидролизу микобактериального ПГ [46]. 
	 В результате гидролиза ПГ при совместном действиии белков RpfB и RipA наблю
далась максимально высокая эффективность гидролиза ПГ по сравнению с действием 
отдельных белков [46].
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	 Было проведено исследование влияния совместного действия белков RpfB и RipA на 
реактивацию покоящихся НК микобактерий. Добавление либо отдельного белка (RpfB 
или RipA), либо их смеси в среду роста значительно стимулировало реактивацию и рост 
изначально покоящихся бактерий. Более того, первоначально наблюдаемая синергия в 
экспериментах по деградации ПГ также наблюдалась и в случае реактивации [46]. 
	 Анализ химической природы продуктов, образующихся в результате гидролиза ПГ 
в присутствии ферментов RpfB и RipA, прояснил молекулярный механизм этой реакции. 
Был определен продукт совместного действия RpfB и RipA – N-ацетилглюкозаминил-
β(1→4)-N-ацетил-1,6-ангидромурамоил-L-аланил-D-изоглутамат (ангидроГМДП) (Рис. 2), 
который является аналогичным продукту литического действия трансгликозилазы [47]. 
Этот муропептид, полученный в результате химического синтеза, был способен стиму
лировать реактивацию НК бактериальных клеток, аналогично RpfB или RipA [46]. 
	 Следует отметить, что применение ряда других муропептидов или их фрагментов, 
включая моносахарид-дипептид (MurNAc–L-Ala–D-isoGlu), дипептид (L-Ala–D-Glu), ами
нокислоты (Ala, Glu(n)), моносахарид GlcNAc, дисахарид (Glc-NAc–MurNAc), в таком 
же концентрационном диапазоне, как для ангидроГМДП, не приводило к какому-либо 

 
Рис. 1. Гидролиз пептидогликана под действием RpfB и RipA [44]. 
	 NAG – N-ацетилглюкозамин; NAM – N-ацетилмурамовая кислота; NGM – N-гликолилмура
мовая кислота; meso-DAP – мезо-диаминопимелиновая кислота.
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стимулированию реактивации НК микобактерий. Этот факт свидетельствует о том, что 
химический состав муропептидов, образующихся при совместном действии RpfB и RipA, 
является важным в процессе реактивации покоящихся микобактерий.
	 Таким образом, установлено, что в одном из механизмов реактивирующего дейст
вия Rpf промежуточным звеном является накопление продуктов гидролиза пептидогли
кана – ангидромуропептидов, образующихся в результате совместного действия с эндо
пептидазой RipA.

IV. ФАКТОРЫ РЕАКТИВАЦИИ ЛИПИДНОЙ ПРИРОДЫ
Как было указано выше, рост длительно хранившихся клеток Mtb мог быть стимулирован 
введением в среду реактивации фосфолипидов [13]. Позже было исследовано влияние 
фосфолипидов различного состава на реактивацию НК клеток Msm, полученных в 
условиях недостатка калия [32, 48]. Было выявлено, что в присутствии 200 мкг/мл кар
диолипина, фосфатидилхолина или лизо-фосфатидилхолина происходит стимуляция 
процесса реактивации. Так как единым компонентом использованных фосфолипидов 
являются остатки жирных кислот (ЖК), было оценено влияние свободных ЖК различ
ной длины в отношении стимуляции реактивации покоящихся форм Msm. Было обнару
жено, что присутствие 3.5 мкМ свободных ненасыщенных жирных кислот (СНЖК) в 
среде роста стимулировало реактивацию ПМ (Рис. 3). 
	 Очевидно, именно СНЖК ответственны за реактивирующий эффект, а фосфолипиды 
выступают в роли их источников (возможно, за счет действия бактериальных фосфолипаз 
и эстераз) [13]. Экспериментально было доказано, что при используемых для реактивации 

  Рис. 2. Масс-спектрометрия супернатанта, полученного после гидролиза микобактериального 
(Msm) ПГ в присутствии RpfB + RipA. 
	 На врезке продукт гидролиза, соответствующий массе 716,6: N-ацетилглюкозаминил-β(1→4)-
N-ацетил-1,6-ангидромурамоил-L-аланил-D-изоглутамат [46].



М.О.Шлеева и соавт.288

концентрациях СНЖК, последние не являются разобщителями окислительного фосфо
рилирования в бактериальных клетках [48]. Очевидно, что в присутствии низких кон
центраций ЖК запускаются иные механизмы в клетках микобактерий, не связанные 
с разобщением окислительного фосфорилирования. [49, 50] Принимая во внимание тот 
факт, что СНЖК были активны при очень низких концентрациях (несравнимых с кон
центрациями «питательных» субстратов), а также важность их химического строения 
(активны только ненасыщенные ЖК), их сигнальная роль в реактивации ПМ представ
ляется правдоподобной. Действительно, ЖК участвуют в различных сигнальных каска
дах микроорганизмов. Например, арахидоновая кислота является сигнальной молеку
лой при образовании плодовых тел у Dictyostelium discoideum [51]. ЖК служат сигнальными 
молекулами при дифференцировки Myxococcus xanthus [52]. Олеиновая кислота в 
определенной концентрации вызывает прорастание конидий Entomophthora culicis [53]. 
	 В выше цитируемых экспериментах in vitro были использованы экзогенно добавлен
ные жирные кислоты. В тоже время, свободные ЖК являются естественными метаболи
тами в организме хозяина. Например, Даниэль с соавторами продемонстрировали, что 
триацилглицериды (ТАГ) накапливаются в нерепликативных клетках Mtb в условиях 
гипоксии как in vitro [49], так и в макрофагах [50]. Можно предположить, что именно ТАГ 
могут быть источниками внутриклеточных ЖК после ферментативного гидролиза ТАГ. 
Интересно, что в работе Даниэль и др. продемонстрировано, что свободные ЖК хозяина 
используются для формирования ТАГ в клетках Mtb во время перехода в состояние покоя 
[49]. Следовательно, ЖК могут участвовать как в образовании покоящихся клеток (в 
качестве метаболических субстратов), так и в их реактивации (в качестве триггерного 
фактора).

V. ВОВЛЕЧЕНИЕ цАМФ  
В РЕАКТИВАЦИЮ ПОКОЯЩИХСЯ МИКОБАКТЕРИЙ

Возможная сигнальная роль ЖК в реактивации ПМ, описанная выше, предполагает 
наличие системы передачи сигнала внутри клетки. Известно, что одним из регулятор
ных белков микобактерий, который «чувствует» ЖК во внешней среде, является адени
латциклаза (АЦ). Гены, кодирующие этот белок, известны (У Мtb Rv2212 [54], а у Msm – 
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Рис. 3. Эффект добавления жирных 
кислот (в концентрации 3.5 мкМ) в 
среду реактивации «некультивируе
мых» клеток M. smegmatis [48]. 
	 «Некультивируемые» микобакте
рии были получены в условиях 
недостатка калия и реактивированы 
в жидкой среде с достаточным содер
жанием калия. Жирные кислоты 
были внесены в начальный момент 
реактивации при плотности культуры 
ОП600 = 0,3. 
	 Эффективность реактивации была 
оценена через 5 дней.
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MSMEG_4279 (66% идентичности с Rv2212)). Было предположено, что реактивация 
может быть также стимулирована повышением внутриклеточной концентрации цАМФ 
в результате активации АЦ под действием ЖК. Действительно, добавление в среду 3мМ 
цАМФ, способного проникать в бактериальные клетки [55] стимулировало реактива
цию, аналогично добавлению 3мкМ СНЖК (линоленовой и олеиновой кислот) [48]. В 
тоже время добавление в среду реактивации цГМФ не привело к стимулированию реак
тивации НК Msm, что указывает на специфическое влияние цАМФ. Более подробное 
исследование показало, что через день после начала реактивации, опосредованной олеи
новой кислотой, внутриклеточная концентрация цАМФ резко возрастала с 0–10 до 120–130 
пмоль на 108 клеток/мл [48]. За этим увеличением последовало постепенное восста
новление клеточного метаболизма, судя по включению радиоактивного урацила, но 
размножение клеток начиналось только через 72 часа после первоначального контакта 
с олеиновой кислотой (Рис. 4). 
	 Добавление 8-бром-цАМФ (известного ингибитора АЦ [56]) к среде реактивации 
полностью устранило реактивацию НК клеток, что доказывает участие АЦ в этом про
цессе [48]. 
	 В аналогичных экспериментах по реактивации НК покоящихся форм Mtb была также 
установлена роль НЖК и цАМФ в этом процессе [48].
	 В отличие от клеток Msm, экзогенно добавленный цАМФ не был активен в отноше
нии покоящихся форм Mtb, по-видимому, из-за его плохого проникновения через кле
точную оболочку, поскольку более гидрофобный дибутирил-цАМФ оказывал стимули
рующий реактивацию эффект [48]. 
	 Мутантные клетки Msm с делецией гена MSMEG_4279 (ΔAЦ) были способны обра
зовывать НК клетки в условиях недостатка калия, но реактивация в присутствии ЖК у 
таких клеток отсутствовала. У мутанта ΔAЦ внутриклеточные уровни цАМФ остава
лись очень низкими как с добавлением олеиновой кислоты (в отличие от дикого типа), 
так и без добавления (аналогично дикому типу) (Рис 5). Однако НК клетки мутанта ΔAЦ 
были способны к реактивации в ответ на экзогенное добавление цАМФ [48]. 
	 Интересно, что штамм Msm дикого типа, гиперэкспрессирующий АЦ MSMEG_4279 
(pMind-AЦ), не был способен образовывать НК формы в условиях, идентичных для 
штаммов дикого типа и ΔAЦ [48]). Это коррелировало со значительным увеличением 
внутриклеточной концентрации цАМФ в штамме с гиперэкспрессией АЦ по сравнению 
с контролем во время перехода клеток в НК состояние в постстационарной фазе. 
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I II IIIРис. 4. Изменение внутриклеточной 
концентрации цАМФ и включени 
3Н-урацила во время индуцированной 
олеиновой кислотой реактивации «не
культивируемых» клеток M. smegmatis.
	 «Некультивируемые» микобакте
рии были получены в условиях недос
татка калия и реактивированы в жид
кой среде с достаточным содержанием 
калия. Пунктирные линии делят весь 
процесс на три фазы: I – истинная лаг 
фаза, II – метаболическая активация, 
III – размножение клеток [48].
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	 Таким образом, АЦ Msm, кодируемая геном MSMEG_4279, является потенциальным 
кандидатом, активация которого вызывает повышенный внутриклеточный уровень 
цАМФ, наблюдаемый после добавления ЖК к НК клеткам Msm (Рис. 4).
	 Было выявлено также стимулирующее действие ЖК на АЦ Rv2212 Mtb (гомолог 
MSMEG_4279), однако только при низких внутриклеточных концентрациях АТФ [54], 
сходных с теми, которые обнаруживаются в покоящихся клетках Msm [48]). Аналогично 
Msm, олеиновая кислота и дибутирил-цАМФ вызывают реактивацию покоящихся кле
ток Mtb. Это позволило предположить, что механизм ЖК-зависимой реактивации покоя
щихся форм Mtb может быть аналогичен Msm [48].
	 Плейотропные эффекты цАМФ, выступающего в качестве вторичного мессенджера 
в разнообразных бактериальных процессах, хорошо известны [57]. Участие цАМФ и 
АЦ в выходе из конститутивного покоя (прорастание спор) также установлено в случае 
стрептомицетов [58, 59]. Содержание цАМФ в спорах стрептомицетов минимально, 
однако уровень цАМФ существенно увеличивается во время прорастания спор, а затем 
снова снижается во время поздней фазы роста мицелия [58]. Мутант Str. coelicolor с деле
цией АЦ был дефектен в отношении прорастания спор, и этот фенотип мог быть устра
нен добавлением цАМФ в концентрации выше 1 мМ [57]. В более поздней работе был 
описан рецептор для цАМФ в Str. coelicolor, который оказался гомологичен белку Crp в 
E. coli. Белок Crp, содержащий цАМФ-связывающий домен, контролирует экспрессию 
lac-оперона E. coli. [60]. Мутанты стрептомицета с делецией гена Crp-подобного белка, 
проявляли сходные дефекты при прорастании спор и другие физиологические эффекты, 
которые наблюдались у мутантов с делецией гена AЦ. Эти результаты привели к заклю
чению, что система цАМФ-АЦ-Crp играет важную роль в контроле прорастания спор 
у Str. coelicolor [59]. В отличие от Streptomyces, споры амебы Dictyostelium discoideum 
содержат в 10 раз больше цАМФ, чем активно размножающиеся клетки [56]. В начале 
прорастания спор внутриклеточная концентрация цАМФ временно возрастала, что 
аналогично тому, что происходит во время прорастания спор Streptomyces. Высокий 
уровень цАМФ снижался только после прорастания спор [56]. 
	 Последующие процессы, которые связывают повышение уровня цАМФ с реакти
вацией микобактерий, пока не ясны. У Mtb описаны два транскрипционных фактора, 
чувствительных к цАМФ внутри клетки: CRPMt (Rv3676) и Cmr (Rv1675c) [61]. Cmr 
имеет более 300 сайтов связывания с бактериальной хромосомой и, таким образом, 
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потенциально может участвовать в регуляции широкого спектра метаболических про
цессов [62]. В контексте настоящего обзора стоит упомянуть, что цАМФ модулирует свя
зывание Cmr с генами, принадлежащими к «регулону дормантности» DosR, что важно 
для выживания Mtb в условиях гипоксии в нерепликативном состоянии [63]. CRPMt 
также демонстрирует плейотропные эффекты, включая контроль биосинтеза амино
кислот [64], экспрессию гена RpfA и экспрессию сукцинатдегидрогеназы (Rv0247c-
Rv0249c) [65].
	 В Mtb гомологом MSMEG_4279 является АЦ Rv2212, которая считается основным 
продуцентом цАМФ среди 16 биохимически активных AЦ-кодирующих генов, и кото
рая способствует поддержанию активного метаболического состояния Mtb в стрес
совых условиях [54]. Было предположено, что AЦ Rv2212, подобно MSMEG_4279 и 
цАМФ-зависимый транскрипционный фактор (цАМФ-ТФ) Rv3676, также стимули
руют реактивацию покоящихся бактерий вследствие увеличения продукции внутри
клеточного цАМФ [66, 67]. Действительно, клетки Mtb с гиперэкспрессией AЦ Rv2212 
(pMindRv2212) или регулятора CRPMt (pMindRv3676) росли быстрее по сравнению с 
контрольным штаммом. Бактерии штамма pMindRv2212 быстро восстанавливаются 
из старого инокулята и из высушенных образцов в отличие от клеток контрольного 
штамма [66]. Формирование НК бактерий штаммов pMindRv2212 или pMindRv3676 
наблюдалось значительно позже по сравнению с бактериями контрольного штамма 
pMind. НК бактерии штаммов pMindRv2212 и pMindRv3676 демонстрировали 
значительно более короткую лаг-фазу и более быструю реактивацию по сравнению с 
контрольным штаммом pMind [66–68]. Таким образом, эти эксперименты также сви
детельствуют в пользу предположения о вовлеченности цАМФ и цАМФ-зависимых 
регуляторных факторов в размножении и реактивации ПМ in vitro. Этот вывод был 
подтвержден в экспериментах in vivo при изучении избыточной экспрессии Rv2212 и 
Rv3676 в клетках Mtb на развитие реальной туберкулезной инфекции у мышей [66]. 
Оказалось, что даже в отсутствие селекции под действием антибиотика клетки, высе
ваемые из зараженных органов, содержали плазмиду с интактными вставками генов 
Rv2212 или Rv3676, что явно свидетельствует о том, что избыточная экспрессия AЦ 
или CRP полезна для размножения бактерий в хозяине. Этот вывод был дополнительно 
подтвержден тем, что при высевах из органов колонии штаммов с гиперэкспрессией 
изучаемых генов были заметно увеличены по сравнению с колониями контрольного 
штамма, развивающимися в идентичных условиях (Рис. 6). Также клетки патогенов с 
гиперэкспрессией генов Rv2212 или Rv3676 проявляли повышенную вирулентность по 
сравнению с контрольным штаммом (Рис. 7).
	 Таким образом, обобщая обсуждаемые выше эксперименты, обнаруживается нес
колько линий доказательств, указывающих на важность экспрессии AЦ или CRP и 
продукции цАМФ для повышения жизнестойкости Mtb, растущего в неблагоприятных 
условиях. Во-первых, наблюдалась значительная разница в динамике роста in vitro 
между штаммами pMindRv2212 или pMindRv3676 и контрольным штаммом, если разви
тие бактериальной популяции начиналось с небольшого количества инокулята [66, 67].
	 Штамм М. bovis с гиперэкспрессией Rv2212 демонстрировал значительное ускоре
ние роста по сравнению с контрольным штаммом в макрофагах мышей, то есть в стрес
совых условия для внутриклеточного паразита [69]. Подобно этому, гиперэкспрессия 
Rv2212 в клетках Msm приводила к повышенной выживаемости бактерий в макро
фагах [65]. 
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	 Во-вторых, важность продукции цАМФ была подтверждена в экспериментах 
по образованию НК покоящихся бактерий in vitro в условиях закисления среды [66]. 
Гиперэкспрессия AЦ приводила к длительному поддержанию способности бакте
рий образовывать КОЕ и к существенной задержке или даже предотвращению бакте
риального перехода в состояние покоя [66]. В-третьих, повышенная экспрессия Rv2212/ 
Rv3676 и выработка цАМФ существенно стимулировали восстановление Mtb из НК, 
покоящегося состояния и промотировали рост микобактерий [66, 67]. Наконец, экспе
рименты in vivo продемонстрировали, что повышенный уровень экспрессии AЦ или 
цАМФ-ТФ (и, очевидно, продукции цАМФ) стимулировал размножение Mtb в органах 
мышей. На основании данных in vivo мы можем предположить, что нерегулируемая про
дукция цАМФ приводит к предотвращению перехода бактерий в состояние покоя in vivo 
и предотвращает развитие латентной фазы заболевания. Штаммы с гиперэкспрессией 
Rv2212 или Rv3676 демонстрировали повышенную вирулентность как у генетически 
чувствительных к ТБ мышей, так и у устойчивых к ТБ мышей по сравнению с конт
рольным штаммом (Рис. 7). Формально это противоречит результатам, полученным для 
штамма M.bovis BCG c гиперэкспрессией Rv2212, который продемонстрировал одина
ковое поведение с контрольным штаммом в организме мыши [64]. Это различие может 
быть связано с различной локализацией Mtb и M. bovis BCG в организме хозяина. Было 
установлено, что высоковирулентные штаммы микобактерий, например Mtb и M. leprae, 
легко мигрируют из фагосом в цитозоль миелоидных клеток и продолжают свою репли
кацию в этом новом клеточном компартменте [70]. Различия во внутриклеточных кон
центрациях цАМФ могут по-разному влиять на выживаемость микобактерий, находя
щихся в фагосомах и цитозоле. 
	  Существует достаточно доказательств важной роли синтеза цАМФ для выжи
вания патогена в клетках-хозяевах. Так, высокие концентрации цАМФ, секретируемые 

 

 

Рис. 6. Различия в росте колоний штаммов 
M. tuberculosis pMindRv2212, pMindRv3676 
и контрольного pMind, выделенные из лег
ких зараженных мышей [66, 67]. 

Рис. 7. Вирулентность мутантных штаммов 
Mycobacterium tuberculosis pMindRv2212 
(обладающего повышенной аденилцик
лазной актиностью) и pMind (дикого типа, 
обладющего обычной аденилатциклазной 
активностью) in vivo. 
	 Мышей инбредного штамма B6 инфи
цировали штаммами pMindRv2212 (закра
шенные кружки) или pMind (незакрашен
ные кружки) [66].
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Mtb в макрофагах, ингибируют слияние фагосомы с лизосомой, увеличивая выжи
ваемость микобактерий [71-73]. В тоже время высокие внеклеточные концентрации 
цАМФ, секретируемые микобактериями внутри макрофага, приводят к эффекту их 
«интоксикации» [74]. цАМФ влияет на экспрессию генов, участвующих в микобакте
риальном ответе на условия гипоксии, часто присутствующие in vivo [75]. Высокие кон
центрации цАМФ увеличивают устойчивость микобактерий к стрессовым условиям за 
счет повышения экспрессии шоковых белков GroEL и DnaK [64]. Кроме того, цАМФ 
непосредственно регулирует активность таких ферментов, как малатдегидрогеназа [75] 
и лизинацетилаза (Rv0998) [61], участвующих в центральных микобактериальных мета
болических путях [76]. Эти разнообразные эффекты вполне могут объяснить лучшую 
выживаемость in vivo штамма с гиперэкспрессией Rv2212.
	 Резюмируя вышеприведенные данные, можно предполагать, что повышение про
дукции цАМФ происходит благодаря активации АЦ Rv2212 под действием ненасы
щенных жирных кислот, что в свою очередь увеличивает продукцию белка RpfA через 
активацию цАМФ-ТФ Rv3676. Как правило, эти события играют «антипокоящуюся» 
роль, поддерживая активное состояние Mtb в неблагоприятных условиях в культуре и 
размножение внутри хозяина. 

СВЯЗЬ МЕЖДУ Rpf, цАМФ И ЖИРНЫМИ КИСЛОТАМИ
В присутствии низкомолекулярных соединений семейств нитрофенилтиоцианатов 
(НФТ), являющихся ингибиторами активности белков Rpf [77], наблюдалось значитель
ное подавление реактивации как НК клеток Msm, так и НК форм Mtb [78]. Интересно, 
что на ранних этапах НФТ не оказывали эффекта на процессы, происходящие в реакти
вации, индуцированной олеиновой кислотой. 
	 На более поздних этапах реактивации НФТ, очевидно, ингибирует активность Rpf, 
тем самым предотвращая размножение клеток Msm [48]. Подобный эффект для НФТ 
был обнаружен и в случае цАМФ – индуцируемой реактивации НК клеток Msm [48]. 
Эти эксперименты демонстрируют, что ЖК-индуцированная реактивация НК клеток 
Msm связана с белками семейства Rpf. 
	 Анализ уровня экспрессии этих генов rpf выявил, что уровни экспрессии трех из 
четырех генов rpf Msm существенно не менялись в течение первых 48 ч инкубации. 
Между 48 и 67 часами уровень экспрессии MSMEG_5700 (rpfA) не изменился, тогда как 
для MSMEG_5439 (rpfB) и MSMEG_4643 (rpfF) уровни экспрессии были слегка пони
жены [48].
	 Через 67 часов, в ранней логарифмической фазе, для rpfA выявлено значительное 
увеличение уровня экспрессии, тогда как уровни экспрессии rpfB и rpfF демонстрировали 
незначительные изменения. В контрольной культуре (без добавления СНЖК) количество 
копий генов rpfA, rpfB и rpfF оставалось постоянным в течение всего эксперимента. Этот 
эксперимент, наряду с результатами, полученными с применением НФТ, демонстрирует, 
что в процесс реактивации, стимулированной ЖК, вовлечен белок RpfА, необходимый 
для полноценного роста микобактерий.
	 Примечательно, что из трех генов rpf, оцененных в этом исследовании, rpfA был 
единственным, который показал усиленную экспрессию во время реактивации. Рикман 
с соавторами [63] предположили, что СRPMt (Rv3676), положительно регулирую
щий экспрессию RpfA, может контролировать реактивацию покоящихся клеток Mtb. 
У Corynebacterium glutamicum ген rpf2 (гомолог rpfB у Mtb) также находится под поло
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жительным контролем цАМФ-зависимого регулятора транскрипции GlxR, который 
является гомологом Rv3676 [79]. Таким образом, активация экспрессии rpfA происхо
дит одновременно с началом размножения клеток, которое происходило спустя неко
торое время после того, как внутриклеточный уровень цАМФ увеличился (Рис. 4). RpfA 
может, следовательно, влиять на ускорение размножения клеток посредством Rpf-зави
симого ремоделирования клеточной стенки [36] в качестве позднего события реактива
ции. Действительно, секреция белков Rpf в культурах Msm коррелировала с активным 
ростом, но не с лаг-фазой [32]. В то же время, ЖК опосредуют свое действие через цАМФ 
на начальных этапах этого процесса, что приводит к активации клеточного метаболизма 
(метаболической реактивации), (фаза I, рисунок 4), и не похоже, что их роль, напрямую 
связана с активностью Rpf. Наиболее вероятно, что белки Rpf начинают играть свою 
роль в реактивации НК Msm на поздних этапах в начале размножения клеток (фаза II, 
рисунок 4). 

VI. РОЛЬ ТРЕГАЛОЗЫ/ТРЕГАЛАЗЫ  
В РЕАКТИВАЦИИ ПОКОЯЩИХСЯ МИКОБАКТЕРИЙ

При реактивации ПМ, хранившихся в течение 3.5–5 месяцев в закисленных культурах 
при комнатной температуре, в свежей жидкой среде наблюдается выраженная лаг фаза 
(до 6–8 часов). Очевидно, что в этот момент не происходят активные биосинтетические 
процессы, что следует из низкого уровня дыхания [80], отсутствия синтезов белков и РНК 
[81]. Возможно, в этой фазе происходят некие катаболические процессы, включающие 
запасенные в покоящихся клетках эндогенные метаболиты. Экспериментально было 
установлено, что уровень трегалозы, накапливающейся в больших количествах в покоя
щихся клетках Msm снижается в начальный период реактивации (Рис. 8), что проис
ходит задолго до начала синтезов РНК и белка [81]. Это сопровождается резким кратко
временным подъемом концентрации глюкозы (Рис. 8). После начала размножения 
реактивированных микобактериальных клеток количество внутриклеточной трегалозы 
соответствовало уровню трегалозы в активно растущих микобактериях логарифмичес
кой фазы роста. Очевидно, что снижение уровня внутриклеточной трегалозы проис
ходит вследствие ее гидролиза с образованием глюкозы. Однако, концентрация внутри
клеточной глюкозы снижалась после пяти часов реактивации до уровня содержания 
глюкозы в активно растущих микобактериях [81]. Возможно, уменьшение концентрации 
глюкозы в реактивирующихся микобактериальных клетках происходит благодаря акти
вации гликолитического пути и запуску метаболизма в целом. Действительно, ферменты 
гликолиза присутствуют в протеоме в период покоя микобактерий [82–84]. 
	 Активность трегалазы (фермента, расщепляющего трегалозу с образованием глю
козы) в реактивирующих клетках Msm увеличивается в начале реактивации, хотя в даль
нейшем уровень активности трегалазы флуктуировал [81]. 
	 Выявленные изменения количества трегалозы и активности гидролизующего ее 
фермента в процессе реактивации ПМ указывают на важность гидролиза этого диса
харида (0–12 ч). Было выявлено, что в присутствии валидамицина А (VМ-А ингибитор 
трегалаз, в том числе бактериальных [85]) происходит выраженное замедление процесса 
реактивации и деления клеток. Очевидно, что гидролиз трегалозы важен на ранней ста
дии реактивации ПМ, особенно для НК покоящихся форм Msm [81]. 
	 Снижение концентрации внутриклеточной трегалозы и активация трегалазы в 
период начальных стадий реактивации ПМ сходны с процессом, происходящим при 
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прорастании спор актиномицетов и дрожжей [86, 87]. Так же, как в спорах дрожжей 
и грибов [87–90], активность трегалазы при реактивации покоящихся клеток Msm 
существенно повышается во время первых часов реактивации, затем происходит резкое 
снижение активности этого фермента. По всей видимости, активация трегалазы не 
является следствием синтеза этого белка de novo, так как трансляционные процессы 
активируются в более поздних фазах реактивации ПМ и детектируются через 12–14 
часов после засева клеток в свежую жидкую среду. Возможно, наблюдаемая активация 
связана с гидратацией ПМ в первые часы реактивации, как это было установлено для 
спор стрептомицетов [91]. На более поздних стадиях реактивации на активность тре
галазы влияет уровень АТФ в клетках [81], как это имеет место в случае трегалазы 
дрожжей [90]. 
	 Таким образом, активация трегалазы на ранних стадиях реактивации ПМ сопро
вождается снижением уровня трегалозы и возрастанием концентрации глюкозы, которая 
может использоваться клеткой на этих стадиях в качестве источника углерода и энергии.

VII. РОЛЬ ПРЕВРАЩЕНИЙ СВОБОДНЫХ ПОРФИРИНОВ  
В РЕАКТИВАЦИИ

Другим соединением, которое накапливается в покоящихся формах Msm является тет
раметиловый эфир копропорфирина (ТМК) [92]. Метилированные порфирины явля
ются крайне гидрофобными молекулами и одним из базовых предположений относи
тельно их поведения в рамках живой системы может быть их встраивание в другие 
гидрофобные участки клетки. Например, в цитоплазматическую мембрану или в 
наружную оболочку из миколовых кислот. Один из вероятных эффектов от их при
сутствия может проявиться в модуляции структурного состояния липидного бислоя 
мембран и изменения его микровязкости. Повышение вязкости липидного матрикса 
может сыграть положительную роль в защите клетки от повреждений, так как замедлит 
диффузию любых токсичных для микобактерии веществ. Другое возможное следствие 
может проявиться в замедлении функционирования мембраносвязанных ферментов и 
ферментных систем. Было установлено, что при повышении внутриклеточной концент
рации ТМК, вызванном добавлением к среде роста 5-аминолевулиновой кислоты, в 

 

Рис. 8. Изменения уровня внут
риклеточной трегалозы (закра
шенные символы) и глюкозы 
(пустые символы) в покоящихся 
формах M. smegmatis при реакти
вации [81].
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микобактериях наблюдается увеличение микровязкости мембран и снижается актив
ность дыхательной цепи. Эти же процессы происходят и в покоящихся формах Msm, 
образованных в условиях постепенного закисления внешней среды [93]. Сходные 
эффекты наблюдались в цитоплазматических мембранах E. сoli, в которых варьировало 
соотношение насыщенных и ненасыщенных жирных кислот. Это приводило к значи
тельному изменению вязкости мембраны и к снижению активности дыхательной 
цепи, предположительно из-за замедления диффузии низкомолекулярных электронных 
переносчиков внутри мембраны [94]. Логично ожидать обратимости указанных выше 
структурных изменений, обнаруженных в состоянии покоя, при реактивации ПМ в 
полностью репликативные клетки. Действительно, микровязкость мембран реакти
вирующихся бактерий, оцененная по анизотропия BODIPY FL C16 уменьшалась между 
4 и 8 часами реактивации (Рис. 9), возвращаясь к значению, близкому к анизотропии 
для активно растущих микобактерий [93]. Начиная с этого момента времени наблю
далось увеличение дыхательной активности клеток, контролируемое активностью 
мембранно-связанных переносчиков (Рис.9). Эти изменения происходили до того, как 
микобактериальные клетки постепенно увеличивались в диаметре в процессе реак
тивации [80]. Состав основных жирных кислот фосфолипидов цитоплазматической 
мембраны, которые могут отвечать за изменения микровязкости [95, 96] существенно 
не менялся до 10 ч реактивации [93]. Очевидно, трансформация жирных кислот не 
является причиной снижения микровязкости мембран, по крайней мере, при ран
ней (до 8 ч) реактивации покоящихся форм Msm. В то же время концентрация ТМК 
в бактериальных клетках снижалась через 5 ч от начала реактивации, достигая мини
мальной концентрации через 20 ч (Рис. 9). Это может указывать на роль тетраметил
копропорфирина в переходе липидного матрикса мембран к более текучей структуре, 
характерной для размножающихся клеток [93]. 
	 Таким образом, на ранней стадии реактивации ПМ происходит довольно быстрое 
деметилирование мембранного порфирина с образованием копропорфирина, который 
может быть использован в синтезе гема [97] и гемсодержащих белков, например цито
хромов. Очевидно, что в этом процессе участвуют пока неизвестные деметилазы ТМК. 

VIII. ОМИКИ ПРОЦЕССА РЕАКТИВАЦИИ  
(ТРАНСКРИПТОМ, ПРОТЕОМ, МЕТАБОЛОМ) 

Хотя исследования реактивации с применением омиксных подходов немногочисленны, 
они, теоретически, позволяют охарактеризовать общую картину происходящих измене
ний в клетке на уровне отдельных транскриптов, белков, липидов и низкомолекулярных 
метаболитов.
	 Данные по реактивации Mtb, полученные разными исследователями, имеют целый 
ряд отличий и противоречий, связанных с использованием различных моделей покоя, 
временем нахождения в покоящемся состоянии, отличающимися условиями реактива
ции, применением разных методов для анализа экспрессии генов, белков и метаболитов 
и условий их применения [98, 99]. 
	 Чаще всего для изучения реактивации используют ПМ, полученные в модели Вейна, 
эффективной и простой модели, основанной на постепенном истощении доступного кис
лорода при выращивании микобактерий [100, 101], хотя эта модель и не соответствует 
состоянию глубокого покоя. В работе Ионы с соавторами при изучении транскрипции 
51 гена методом RT-PCR было продемонстрировано, что Мtb, культивируемые в усло
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виях гипоксии, при попадании в аэробные условия и свежую среду быстро восстанав
ливаются, при этом экспрессия генов, кодирующих синтез некоторых белков, повы
шается уже в первые часы при попадании в благоприятные условия [22]. Согласно 
сходной работе Шерид с соавторами [102], реактивация культуры Mtb приводила к 
повышению активности некоторой части генов в первые часы реактивации, основная 
масса генов была активирована после 12 часов. 
	 В экспериментах с реактивацией НК клеток Mtb был выявлен феномен «транскрип
ционного всплеска», характеризующийся активацией транскрипции определенных генов 
и значительным увеличением (в 10–20 раз) синтеза мРНК de novo в первые 24 ч, т.е. 
временем, соответствующим одной генерации [103].
	 В исследовании изменений протеома, Шуберт с соавторами также использовали 
модель Вейна для получения покоящихся форм Mtb. Реактивацию проводили в аэробных 
условиях, но без добавления свежей питательной среды, что приводило к повышению 
экспрессии белков только через 6 часов от начала реактивации [104].
	 Обобщая полученные данные в этих и других работах, можно выделить следующие 
биохимические процессы, происходящие при реактивации: 
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Рис. 9. Изменение микровязкости мембран, активности дыхательной цепи и концентрации мети
лированного порфирина при реактивации покоящихся форм M. smegmatis. 
	 Микровязкость мембран оценена по изменению анизотропии флуоресценции мембранного 
зонда BODIPY FL C-16. Вертикальная стрелка указывает момент изменения микровязкости в период 
реактивации [92, 93]. 
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	 – Деление клеток, репликация и репарация ДНК
	 Согласно работе Ионы с соавторами была отмечена индукция следующих генов: 
маркеры репликации dnaA и ftsZ были сильно индуцированы во время восстановления 
роста клеток [22]. DnaA (Rv0001) – инициатор репликации ДНК [105], индукция кото
рого повышалась уже в первые часы, достигая максимума через 10 часов от начала 
реактивации; ftsZ (Rv2150c) – центральный белок, участвующий в процессе клеточного 
деления [106], характеризовался постоянным увеличением экспрессии, с достижением 
максимального уровня через 72 часа от начала реактивации. По-видимому, репарация 
ДНК имеет решающее значение при реактивации. Дю с соавторами выявили повышен
ную регуляцию большинства генов, связанных с LexA-опосредованным SOS-ответом 
[107], среди них ruvA, ruvC и dnaE2 непосредственно связанные с репарацией ДНК 
[108]. SOS-ответ заключается в активации путей репарации нуклеиновых кислот под 
действием SOS-системы в ответ на повреждения ДНК, вызванными различными стрес
сами (УФ излучение, химические агенты, антибиотики). SOS-система включает в себя 
набор генов, регулируемых белками RecA и LexA [107, 109]. На раннем этапе реактива
ции было выявлено появление Rv0631c (recC), Rv2985 (mutT1) и Rv3014c (ligA), кото
рые участвуют как в репликации, так и в репарации ДНК. На более поздней фазе реакти
вации был повышен уровень целого ряда белков (Rv0054 (ssb), Rv0631c (recC), Rv2985 
(mutT1), Rv3102c (ftsE), Rv0006 (gyrA), Rv3917c (parB), Rv3014c (ligA), Rv3646c (топо
изомер ДНКазы I TopA omega) и Rv2973c (АТФ-зависимая ДНК-хеликаза recG) [110].
	 – Факторы транскрипции 
	 Активация факторов транскрипции происходит уже в первые часы (1-3 ч) после 
переноса Mtb в свежую среду [22]. В начальной фазе реактивации увеличиваются фак
торы транскрипции: rpoB (Rv0667) (кодирует β-субъединицу РНК-полимеразы) и сигма 
факторы sigB (Rv2710), sigE (Rv1221), sigF (Rv3286c), sigH (Rv3223) (факторы инициа
ции транскрипции), со временем происходит медленное снижение их экспрессии, за 
исключением sigA (Rv2703), который показывает высокий уровень транскрипции в 
течение всего процесса реактивации [22]. По данным Шуберт с соавторами, применив
шим оценку абсолютных концентраций клеточного белка в масштабе всего протеома 
на основе SWATH масс-спектрометрии, уровень сигма факторов SigE и SigB также 
повышается на начальном этапе реактивации [104]. При исследовании транскриптома 
при реактивации покоящихся форм Mtb, полученных на среде с дефицитом калия, на 
начальном этапе реактивации выявили повышение sigD (Rv3414c) [23]. Большинство 
из выявленных сигма факторов являются важными на любой стадии роста. Почти все 
модели in vitro подтвердили, что sigE, sigH и sigB индуцируются также во время покоя 
[22, 104, 111–114].
	 Анализ SWATH выявил, что уровень экспрессии транскрипционного регулятора 
ClgR (Rv2475c) повышается в начале реактивации, после чего уровень экспрессии белка 
снижается до исходного уровня в течение двух дней. Эти данные подтверждаются дру
гой группой исследователей на основе ПЦР в реальном времени [114]. 
	 Согласно протеомным данным Гопината с соавторами, полученным при реактивации 
Mtb на модели Вейна, регулятор транскрипции, Rv0386, относящийся к семейству LuxR, 
а также Rv1219 и Rv0494 (регулятор транскрипции семейства GntR) были обнаружены 
только на первом этапе реактивации, а Rv3183, Rv3060, Rv0339c (другие представители 
семейства LuxR), присутствовали только на втором этапе реактивации [110]. 



Биохимия реактивации покоящихся микобактерий 299

	 – Метаболизм аминокислот
	 Гопинат с соавторами показали, что метаболизм аминокислот значительно активи
ровался при реактивации Mtb, при этом через 6 часов повышается синтез белков, кото
рые относятся к метаболизму триптофана, метионина, глутамина [110], а через 24 часа 
повышается регуляция белков, участвующих в метаболизме цистеина и гистидина [110]. 
Cинтез белков, которые относятся к метаболизму глицина, лизина, аргинина, пролина, 
аспарагиновой кислоты, гомоцистеина, треонина, фенилаланина и аминокислот с раз
ветвленной цепью повышался на обеих стадиях реактивации [110].
	 – Метаболизм липидов
	 При изучении липидного состава реактивирующихся нерепликативных клеток Mtb, 
образованных в условиях гипоксии, было установлено, что в этих покоящихся формах 
наблюдается заметное снижение всех форм миколовых кислот. И наоборот, при реакти
вации происходит увеличение количества свободных миколовых кислот [115]. 
	 По данным Дю с соавторами при реактивации происходит индукция многих генов, 
кодирующих ключевые ферменты, участвующие в синтезе миколовых кислот, димикоце
розат фтиоцерола (PDIM), сульфолипидов. Так, повышается уровень экспрессии fabHI, 
фермента, инициирующего биосинтез жирных кислот II типа. Микобактерии необычны 
тем, что они обладают синтазами жирных кислот двух типов: I – FAS-I, катализирует 
образование коротких предшественников для удлинения цепи жирных кислот; II – FAS-II, 
участвует в биосинтезе миколовых кислот. Во время синтеза миколовых кислот fabH 
служит связующим звеном между двумя системами FAS [116]. Гены, кодирующие клю
чевые ферменты FAS-II, такие как fabG1 и inhA, также были индуцированы в лаг фазе 
реактивации [107, 117]. Была активирована группа генов (mas, fadD26 и ppsA-E), участ
вующих в синтезе и транслокации PDIM, важного липидного компонента клеточной 
стенки Mtb [107]. Также были индуцированы несколько генов pks (pks1, psk4, pks7, 
pks8 и pks15), кодирующих поликетидсинтазы (ферменты, синтезирующие вторичные 
метаболиты), которые участвуют в синтезе сложных липидов, в том числе сульфоли
пидов [107]. 
	 Полученные данные показывают усиленный синтез основных липидов клеточной 
стенки Mtb при подготовке к делению клеток.
	 – Система токсин–антитоксин 
Несколько пар токсинов и антитоксинов также демонстрировали экспрессию при реакти
вации: токсины Rv0299 и Rv1246c (relE) уникальны для ранней стадии реактивации 
(через 6 часов от начала реактивации) и антитоксин Rv0298 специфичен на более позд
ней фазе реактивации (через 24 часа от начала реактивации) (данные протеома) [110]. 
Значение такой дифференциальной регуляции для процесса реактивации остается 
неясным. Однако экспрессия vapB12, кодирующего антитоксин Rv1721c увеличивается 
в начале реактивации (данные транскриптома) [103].
	 – Шапероны
	 На начальном этапе реактивации увеличивается экспрессия универсального стрес
сового белка Rv2005c, с последующим снижением на втором этапе реактивации (по 
данным протеома) [110], а также увеличивается уровень экспрессии гена hsp, кодирую
щего белок теплового шока – шаперон Rv0251c [103]. Во время реактивации ПМ, 
полученных в условиях недостатка калия, было зарегистрировано увеличение уровня 
экспрессии эндопептидазы clpB (Rv0384c) [23], которая удаляет окисленные белки, 
тем самым способствуя восстановлению Мtb, повышая шансы бактерии к выживанию 
[117]. При реактивации ПМ, образованных в условиях гипоксии, повышается уровень 
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экспрессии семи генов, кодирующих протеазы, среди которых clpP1, clpP2 и ассоции
рованная с ними clpC1 [102]. Эти протеазы участвуют в деградации неправильно свер
нутых внутриклеточных белков [102]. Данные, полученные Шерид с соавторами по 
повышению экспрессии clpP на начальном этапе реактивации [102], подтверждаются 
другой группой исследователей [114]. 
	 – Системы секреции
	 Переход из состояния покоя к реактивации характеризовался также активацией 
системы секреции ESX-5 [107, 110]. Cистема ESX-5 опосредует секрецию большинства 
белков семейства PE/PPE [118] с полностью неустановленными функциями, но, воз
можно, являющимися факторами вирулентности микобактерий [119] Подмножество 
секретируемых белков остается в клеточной оболочке, где они важны для изменения 
проницаемости клеток и поглощения гидрофобных источников углерода [120]. 
	 – Энергетический метаболизм и цепь переноса электронов
	 По данным Шерид с соавторами, АТФ-синтаза, оксидоредуктаза (Rv1774), цито
хром С-оксидаза были активированы при реактивации клеток покоящихся Mtb в модели 
Вейна, что сопровождается увеличением дыхательной активности во время реактивации 
и предполагает возобновление окислительного фосфорилирования (данные транскрип
томного анализа) [102]. Однако по данным Шуберт с соавторами уровень АТФ-синтазы 
F0F1 существенно не менялся и оставался на стабильно высоком уровне на протяжении 
всего эксперимента, т.е. и в состоянии покоя, и при реактивации (протеомные данные) 
[104]. На начальном этапе реактивации активируются также гены, кодирующие фер
менты цикла трикарбоновых кислот (gltA2, icd2, sdhB) [22].
	 Реактивация покоящихся форм Msm, образованных в условиях закисления среды 
[121], характеризуется длительной лаг-фазой, за которой следует фаза метаболической 
активации. Однако даже в первую фазу реактивации (0–10 ч) происходят существенные 
изменения, связанные, например, с развитием мембранного потенциала [80]. 
	 – Метаболизм углерода
	 Повышение экспрессии PrpC (Rv1131) и PrpD (Rv1130) отмечается не только в 
покое, но и на начальном этапе реактивации. Оперон prpDC кодирует два фермента, 
метилцитратдегидратазу Rv1131 (prpC) и метилцитратсинтазу Rv1130 (prpD), которые 
участвуют в метилцитратном пути. Считается, что у бактерий метилцитратный цикл 
участвует в детоксикации. Этот путь обеспечивает превращения токсичного пропионил-
КоА, который образуется при катаболизме определенных липидов [122]. В частности, 
в Mtb пропионил-КоА образуется в результате β-окисления жирных кислот с нечетным 
количеством атомов углерода, расщепления холестерина и катаболизма некоторых 
алифатических аминокислот. 
	 Активация центральных метаболических путей заканчивается инициацией клеточ
ного деления, которой предшествует инициация трансляции. Выявлены гены с повы
шенной индукцией на этапе трансляции (rplL, rplP, rplX, rpsA, rpsQ, trmU) [23].
При реактивации НК Mtb, образующихся при дефиците ионов калия в среде, наблюдалась 
быстрая активация транскрипции de novo с активацией генов, контролирующих разные 
ключевые метаболические пути и размножение клеток [103]. Подобный одновременный 
запуск многих биохимических путей в процессе реактивации микобактерий наблюдали 
и на уровне протеома [104], а также при анализе метаболома [80]. 
	 В работе, в которой изучали изменение метаболома в реактивирующих клетках 
Msm, в интервале времени 0–10 ч наблюдалось значительное увеличение убихинонового 
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кофермента Q9, что коррелирует с активацией клеточного дыхания. Наблюдалось также 
заметное накопление янтарной и фумаровой кислот в период покоя, причем при реакти
вации концентрации этих кислот снижались. В целом же, эти эксперименты показали, 
что в процессе реактивации происходит снижение концентрации многих метаболитов, 
возможно запасенных в клетках в период покоя. Изменение содержания метаболитов 
при реактивации может наводить на мысль о том, какие метаболические процессы акти
вируются на разных фазах реактивации. Так, кроме активации энергетических процес
сов на ранних этапах реактивации, были выявлены некоторые специфические пути, 
такие как изменение метаболизма липидов, глицерофосфолипидов, инозитола и т. д. 
[80]. Активация пуринового и пиримидинового обмена свидетельствует о начале био
синтеза нуклеиновых кислот и начале транскрипции. 
	 В целом, результаты «омических подходов» при изучении процесса реактивации 
ПМ свидетельствуют об одновременной активации определенных ограниченных участ
ков метаболических путей. Скорее всего эти процессы протекают стохастически, и не 
представляет собой упорядоченной последовательности какого-то одного процесса. 
Окончание реактивации знаменуется активацией всех биохимических процессов в 
клетке [80]. 

IX. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Реактивация микобактерий из покоящегося состояния является сложным процессом, 
включающим несколько стадий и биохимических превращений. В зависимости от 
используемой модели образования покоящегося состояния и «глубины» покоя эти 
процессы различаются. Так, например, при реактивации клеток микобактерий из нереп
ликативного состояния в часто используемой модели Вейна, наблюдается очень быст
рое восстановление основных метаболических процессов в клетке [22, 104, 110]. Однако 
при реактивации НК микобактерий из состояния длительного покоя процесс восста
новления, очевидно, более сложен, растянут во времени и может быть разделен на три 
стадии (Рис. 4): I – истинная лаг фаза, связанная с катаболическими реакциями, II – 
фаза, при которой происходит активация биосинтетических и других метаболических 
реакций, III – начало деления клеток.
	 На первой стадии биосинтетические процессы не происходят. На рисунке 10 пред
ставлена схема процессов, происходящих при реактивации покоящихся микобактерий. 
Катаболические реакции стадии I включают, по крайней мере, гидролиз трегалозы под 
действием трегалазы с высвобождением глюкозы и повышением уровня АТФ (скорее 
всего за счет утилизации глюкозы в цепи гликолиза). На этой же стадии происходит 
деметилирование метиловых эфиров копропорфиринов, приводящее к снижению 
микровязкости липидного матрикса мембран. Последнее должно сказываться на функ
ционировании мембраносвязанных ферментов и ферментных систем, таких как дыха
тельная цепь. На стадии II происходит активация аденилатциклазы, приводящая к 
повышению уровня цАМФ в клетке. Обладая плейотропным эффектом цАМФ может 
активировать значительное число реакций, которые в итоге приводят к началу синтеза 
макромолекул (РНК, белков) и активации общего метаболизма.
	 Одним из следствий повышения цАМФ является активация цАМФ-зависимого 
транскрипционного фактора (Rv3676), который стимулирует экспрессию 150 генов, 
в том числе rpfA и синтез белка RpfA. Rpf, как литическая трансгликозилаза, может 
приводить к ремоделингу клеточной стенки совместно с белком RipA. При этом проис
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ходит образование сигнальных муропептидов, взаимодействие которых с PknB приво
дит к ее димеризации с последующим автофосфорилированием и активацией. PknB 
фосфорилирует определенные белки и тем самым может регулировать деление клеток 
(стадия III) (Рис. 10). 
	 Необходимо отметить, что данное деление реактивации на стадии может быть довольно 
условным. Так, метаболомный анализ демонстрирует, что в фазе I наряду с катаболи
ческими процессами происходят также и другие метаболические реакции, приводящие 
к увеличению содержания определенных метаболитов в реактивирующихся клетках. 
Интересно, что возможная последовательная цепь активируемых метаболических про
цессов, связанная с синтезом соответствующих ферментов, также как и отдельных реак
ций внутри этих процессов во времени реактивации пока не установлена. Скорее всего, 
отдельные звенья метаболизма активируются стохастически, независимо друг от друга, 
так что целая «метаболическая карта», характерная для активных клеток, создается лишь 
перед началом деления клеток. 
	 Разумеется, наши знания о механизмах и процессах, лежащих в основе реактивации 
ПМ, полученные на сегодняшний день не полны и фрагментарны. Тем не менее, уже 
сейчас они являются хорошей основой для создания новых лекарственных средств, 
направленных на подавление перехода патогенных микобактерий из латентного в актив
ное состояние. 

Белки Фосфат Белки, фосфолирированные PknB
PASTA домен 
PknB

Каталитический 
домен PknB

Рис. 10. Процессы, происходящие при реактивации покоящихся микобактерий.
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