
БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2012, том 38, № 4, с. 391–405

391

 ВВЕДЕНИЕ

В 1882 г. Роберт Кох впервые выделил возбуди�
теля одной из самых страшных болезней челове�
чества – туберкулеза [1, 2]. Это открытие положи�
ло начало исследованиям, в результате которых
были созданы живая вакцина и ряд антибиоти�
ков, позволяющих предотвращать и излечивать
туберкулез. Тем не менее, в настоящее время ту�
беркулез остается одной из основных причин
смертности в мире, унося каждый год около
2 млн. жизней. Полному искоренению болезни
препятствует ряд факторов, среди которых можно
выделить возникновение штаммов, обладающих

 Сокращения: EHR – длительный гипоксический ответ
(enduring hypoxic response); IFN�γ – гамма�интерферон (in�
terferon�gamma); IS – инсерционная последовательность
(insertion sequence); NRP – персистирование без реплика�
ции (non�replicating persistence); PDIM – димикоцерозат
фтиоцерола (phthiocerol dimycocerosate); RNA�seq – секве�
нирование транскриптомов с использованием технологий
секвенирования нового поколения (RNA sequencing);
RNI – активные формы азота (reactive nitrogen intermedi�
ates); ROI – активные формы кислорода (reactive oxygen in�
termediates); SL�1 – сульфолипид�1 (sulfolipid 1); TNF�α –
фактор некроза опухоли�альфа (tumor necrosis factor�al�
pha); VBNC – живые, но некультивируемые (о клетках)
(viable but non culturable); ЭТЦ – электронтранспортная
цепь.
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множественной лекарственной устойчивостью.
Совершенно очевидно, что в кратчайшие сроки
требуется интенсифицировать усилия по поиску
новых терапевтических и диагностичесих средств
борьбы с туберкулезом.

Бактерия Mycobacterium tuberculosis, являюща�
яся возбудителем туберкулеза, принадлежит к от�
делу Actinobacteria, состоящему в основном из
свободноживущих почвенных бактерий. M. tuber�
culosis обладает рядом уникальных особенностей,
среди которых можно выделить необычное стро�
ение клеточной стенки, наличие большого числа
нестандартных биохимических циклов, значи�
тельно увеличенное (по сравнению с другими
бактериями) время удвоения численности бакте�
риальной популяции [3, 4]. Достаточно необычно
развивается заболевание [5–8]. Чаще всего инфи�
цирование происходит при вдыхании аэрозоля,
содержащего бактерии. Бактерии достигают тер�
минальных альвеол, где захватываются макрофа�
гами путем эндоцитоза, в результате чего бакте�
рии оказываются в фагосомах. Далее в процессе
фагоцитоза фагосомы сливаются с лизосомами, и
в образующихся фаголизосомах бактерии подвер�
гаются воздействию сред с низким значением pH,
активных форм кислорода, радикалов NO, лизо�
сомальных ферментов и токсических пептидов.
Однако M. tuberculosis блокирует слияние фаго�
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ную реакцию хозяина, являются необходимым условием для выживания и функционирования
M. tuberculosis. Обзорная статья посвящена анализу динамических изменений транскриптома M. tu�
berculosis, происходящих в ходе развития инфекционного процесса в тканях организма хозяина.
Рассматриваются современные данные по изменению транскриптома, полученные в различных
модельных системах. Большая часть обзора посвящена описанию изменений в биохимии инфекци�
онного процесса, вызываемого M. tuberculosis, при переходе от первичного инфицирования через
латентное состояние к реактивации патогена. Также в обзоре обсуждаются изменения в экспрессии
генов, происходящие на каждой из стадий, и вызванные этим перестройки бактериального метабо�
лизма. 
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сом с лизосомами и, благодаря этому, выживает и
размножается в макрофагах [9, 10]. 

Дальнейшее развитие заболевания связано с
образованием в ходе иммунного ответа так назы�
ваемых гранулем, которые, с одной стороны, пре�
пятствуют возникновению системной инфекции,
а с другой – способствуют размножению мико�
бактерий, изолируя их от воздействия иммунной
системы. При этом инфицирование продолжает�
ся, так как защитные механизмы не могут очи�
стить организм хозяина от патогена, но инфекция
не оказывает видимого воздействия на его само�
чувствие. Это так называемое состояние хрониче�
ской, или латентной, инфекции, которое может
длиться десятилетиями [11, 12]. Снижение уров�
ня иммунитета может привести к реактивации
инфекции, в результате чего развивается актив�
ный туберкулез.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ 
M. tuberculosis

Важной вехой в современной истории изуче�
ния туберкулеза стало окончание секвенирова�
ния генома M. tuberculosis [13, 14]. Для установле�
ния полной нуклеотидной последовательности
был выбран хорошо изученный лабораторный
штамм M. tuberculosis H37Rv. На настоящий мо�
мент в геноме M. tuberculosis длиной 4411532 п.о.
насчитывают 4012 генов, 7 псевдогенов, 48 генов
стабильных РНК и 25 генов малых РНК (M. tuber�
culosis annotation, release R21, http://tuberculist.ep�
fl.ch/). Несомненный интерес представляет собой
тот факт, что геном M. tuberculosis богат IS�эле�
ментами. Предполагается, что различающаяся
функциональная активность IS�элементов может
являться причиной различий в экспрессии неко�
торых генов у ряда штаммов M. tuberculosis. При�
мерно 4% генома участвует в кодировании белков
двух родственных семейств PE и PPE, характер�
ных только для M. tuberculosis [13, 15–17]. Более
250 генов отвечают за синтез ферментов метабо�
лизма жирных кислот. Это многообразие вполне
логично, поскольку для микобактерий характер�
но наличие уникальных липидов и гликолипидов.
Интересно, что в геноме M. tuberculosis также при�
сутствует около 100 генов, отвечающих за синтез
ферментов окислительного катаболизма липи�
дов. Такое количество ферментов, деградирую�
щих липиды, не было отмечено ни у одной другой
бактерии. Предполагается, что эти ферменты не�
обходимы как для деградации экзогенных для ми�
кобактерий липидов хозяина с их последующей
утилизацией патогеном, так и для модификации
собственных липидов M. tuberculosis.

В скором времени после завершения секвени�
рования генома штамма H37Rv был секвенирован
геном второго штамма M. tuberculosis – CDC1551
[18], а затем и остальных представителей рода My�

cobacterium: M. bovis [19], M. leprae [20], M. marinum
[21]. Применение методов сравнительной гено�
мики дало информацию о генетическом поли�
морфизме микобактерий, который оказался на�
много выше, чем предполагалось ранее [22–24].
Полиморфизм, несомненно, объясняет суще�
ственную разницу в физиологии, биохимии и, что
самое важное, в вирулентности различных штам�
мов. Тем не менее, знание структуры генома не
позволяет делать выводы о причинах течения
конкретного инфекционного процесса, равно
как не дает возможность определить, за счет ка�
ких факторов микобактерии выживают внутри
макрофагов, как образуются гранулемы и каким
образом осуществляется долговременное перси�
стирование бактерий в легких. Развитие функци�
онального ответа микобактерий на те или иные
изменения условий внешней среды происходит
крайне быстро, что увеличивает сложность изуче�
ния этого процесса.

ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ 
ТРАНСКРИПТОМОВ M. tuberculosis

Завершение в 1998 г. секвенирования генома
M. tuberculosis [13] положило начало так называе�
мой “постгеномной эре”, основной характерной
чертой которой являются широкомасштабные
исследования функциональной активности гено�
ма. Наличие информации об организации генома
бактерии позволяет сконструировать макро� и
микроматрицы ДНК, содержащие фрагменты
большинства ОРС (открытых рамок считыва�
ния), давая тем самым возможность анализа из�
менений профиля транскрипции патогена в раз�
нообразных условиях. Неудивительно, что первое
исследование транскриптома M. tuberculosis с ис�
пользованием микроматриц было проведено в те�
чение года с момента опубликования геномной
последовательности [25]. Уже через 5 лет появи�
лось значительное число публикаций, описываю�
щих результаты применения микроматриц для
транскриптомного анализа микобактерий в раз�
личных условиях (см. обзоры [26, 27]). 

Тем не менее, анализ экспрессии генов мико�
бактерий в ходе развития инфекционного про�
цесса in vivo, представляющий собой наибольший
научный интерес, достаточно сложен, чем может
объясняться относительно небольшое число пуб�
ликаций на эту тему. Эксперимент по анализу
транскриптома патогена in vivo определяется тре�
мя факторами: экспериментальной моделью ин�
фекции, методом выделения РНК патогена и ме�
тодом анализа транскриптома. В данном обзоре
мы остановимся только на используемых экспе�
риментальных моделях (для обзора методов пол�
нотранскриптомного анализа внутриклеточных
бактериальных патогенов in vivo см. [28, 29]).
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Экспериментальные модели туберкулеза, ис�
пользуемые для полнотранскриптомных иссле�
дований in vivo, отличаются большим разнообра�
зием. Ниже перечислены основные варианты:

А) Искусственная гранулема.
В работе Каракоусис и сотр. [30] был применен

оригинальный подход – создание искусственной
гранулемы для решения проблем с выделением
РНК M. tuberculosis.

Б) Фагоциты хозяина (мыши и человека).
Первыми исследованиями транскриптома

M. tuberculosis in vivo являются работы Шнаппинге�
ра и сотр. [31] и Рахмана и сотр. [32]. Была изучена
экспрессия генов M. tuberculosis в активированных
и неактивированных мышиных макрофагах и вы�
явлены дифференциально экспрессирующиеся
гены. Рохде и сотр. охарактеризовали изменения
в транксриптоме M. tuberculosis на начальных эта�
пах инфицирования макрофагов мыши и проде�
монстрировали динамическое повышение уров�
ня экспрессии ряда генов в течение первых 24 ч с
момента инфекции [33]. 

Капелли с сотр. первыми охарактеризовали
экспрессию генов M. tuberculosis в макрофагах че�
ловека на полногеномном уровне in vivo [34].
Фонтан и сотр. предприняли анализ транскрип�
томов M. tuberculosis из макрофагов клеточной ли�
нии THP�1 через 4 и 24 ч с момента инфекции
[35]. Тэйо с сотр. первыми провели анализ генов
M. tuberculosis, экспрессирующихся в макрофагах
и дендритных клетках, инфицированных этим
патогеном [36]. В работе Ли и сотр. впервые было
предпринято сравнение двух штаммов M. tubercu�
losis (M. tuberculosis H37Rv и M. tuberculosis H37Ra)
на уровне транскриптома in vivo [37]. 

Исследование экспрессии генов микобакте�
рий in vivo, проведенное Хомолка и сотр. [38], яв�
ляется наиболее обширным. Был предпринят
сравнительный анализ профилей экспрессии ге�
нов 3 клинических изолятов M. africanum, 12 кли�
нических изолятов M. tuberculosis, а также 2 рефе�
ренсных лабораторных штаммов, M. tuberculosis
H37Rv и CDC1551, в активированных и неакти�
вированных макрофагах мыши. В результате ана�
лиза был определен так называемый “ко�ровый
(основной) внутриклеточный транскриптом”,
представляющий собой некий набор транскрип�
тов, экспрессирующихся при персистировании
микобактерий внутрь макрофага. Этот тран�
скриптом характерен для большого числа штам�
мов M. tuberculosis и не зависит от состояния мак�
рофага.

В) Моделирование инфекции M. tuberculosis
в лабораторных животных.

Группой Талаата в 2004 г. был впервые прове�
ден анализ транскриптома микобактерий M. tu�
berculosis, выделенных из тканей организма ин�
фицированного хозяина (лабораторных мышей)

[39]. В эксперименте исследовались изменения в
составе транскриптома патогена в зависимости от
времени с момента инфекции (7, 14, 21 или
28 дней) и генотипа хозяина (иммунокомпетент�
ные мыши линии Balb/c и иммунодефицитные
мыши линии SCID). В 2007 г. Талаат и сотр. опуб�
ликовали работу, посвященную анализу экспрес�
сии генов M. tuberculosis в легких мышей линии
Balb/c на более поздних стадиях инфекционного
процесса [40]. В 2010 г. в работе Ажикиной и сотр.
был проведен анализ экспрессии генов M. tuber�
culosis в тканях легкого инфицированных мышей
с использованием масштабного секвенирования
(RNA�seq) [41]. 

Г) Исследование транскриптома M. tuberculosis
в тканях человека. 

Работа Рахман и сотр., опубликованная в
2006 г., на настоящий момент является единствен�
ной, в которой было проведено исследование экс�
прессии генов M. tuberculosis непосредственно в
тканях легкого человека (хирургические образцы)
[42]. Были получены профили экспрессии генов
патогена для трех различных образцов: гранулемы,
перикавитарной легочной ткани и морфологиче�
ски нормальной легочной ткани.

ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЙ ТРАНСКРИПТОМ 
M. tuberculosis

На основании данных, полученных разными
авторами в системе in vivo, можно выделить ряд
основных отличительных черт транскриптома,
характерных для микобактерий, персистирую�
щих внутри макрофагов. Это, в основном, изме�
нения в экспрессии генов, требующихся для
адаптации патогена к неблагоприятным и/или
специфическим условиям внутри макрофагов, а
также генов различных факторов модуляции им�
мунного ответа. Микобактерии, попадающие
внутрь макрофагов, находятся во внутреннем
пространстве фагосом, что, наряду с преимуще�
ствами, связанными с защитой от компонентов
иммунной системы, приводит также и к усложне�
нию доступа патогена к питательным веществам
и микроэлементам. Изменения в экспрессии ге�
нов M. tuberculosis прежде всего направлены на
формирование микроокружения, способного
поддерживать функциональную активность ми�
кобактерий in vivo.

Метаболизм липидов

Метаболизм липидов является ключевым для
M. tuberculosis, что прямо или косвенно подтвер�
ждается рядом факторов: присутствием значи�
тельного числа генов ферментов метаболизма ли�
пидов в структуре генома; незаменимостью ряда
генов на основании данных транспозонного му�
тагенеза [43]; ослаблением или утратой вирулент�



394

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 38  № 4  2012

СКВОРЦОВ, АЖИКИНА

ности штаммов M. tuberculosis, мутантных по ге�
нам из этой функциональной категории [44].

Одним из наиболее характерных изменений в
экспрессии генов, вовлеченных в липидный ме�
таболизм, является активация экспрессии генов
кластеров fadA, fadB, fadD, fadE и echA [31, 36, 41,
45]. Эти гены кодируют ферменты, участвующие
в процессе β�окисления жирных кислот и ката�
болизма холестерина. Конечным результатом их
активности являются ацетил�CoA и пропионил�
CoA, образующиеся из жирных кислот с соответ�
ственно четным и нечетным числом атомов угле�
рода в цепи. Эти производные жирных кислот
используются в цикле трикарбоновых кислот и
метилцитратном цикле (рис. 1).

С работой метилцитратного цикла связано
также повышение экспрессии гена изоцитратли�
азы icl1. Изоцитратлиаза является ключевым фер�
ментом глиоксилатного цикла (шунта) – процес�
са, активизирующегося в условиях, при которых
основным источником углерода являются жир�
ные кислоты (рис. 2). В ходе этого процесса про�
исходит последовательное превращение активи�
рованного ацетата (ацетил�CoA) в малат через
стадию образования глиоксиловой кислоты.

Малат может быть превращен в пируват под
действием фосфоенолпируваткарбоксикиназы,
являющейся продуктом гена pckA, повышенную

экспрессию которого у микобактерий in vivo от�
мечали ранее, что косвенным образом указывает
на возможность активации глюконеогенеза [31,
36, 46]. Помимо обеспечения работы собственно
глиоксилатного шунта, активность изоцитратли�
азы необходима для утилизации накапливающе�
гося в процессе жизнедеятельности микобакте�
рии пропионил�CoA, который является цитоток�
сическим продуктом [47]. Такая утилизация
осуществляется за счет способности изоцитрат�
лиазы выступать в роли 2�метилизоцитратлиазы,
отвечающей за превращение пропионил�CoA в
сукцинат. Также пропионил�CoA может быть ме�
таболизирован преобразованием в метилмало�
нил�CoA и последующим превращением в сукци�
нат, либо включением в различные компоненты
клеточной стенки, такие как фтиоцеролдимико�
церозат (PDIM) или сульфолипид�1 (SL�1) [48].

Среди других генов липидного метаболизма,
экспрессия которых наблюдается преимуществен�
но in vivo, можно отметить гены группы desA, коди�
рующие десатуразы жирных кислот [31, 37, 38,
42]. Транскрипция генов papA и pks, белковые
продукты которых требуются для синтеза полике�
тидов, выступающих в качестве компонентов
клеточной стенки M. tuberculosis [49–51], практи�
чески всегда обнаруживается при анализе экспе�
риментальных данных; тем не менее, эти гены

Жирные кислоты с метильными группами
или с нечетным числом атомов

углерода в основной цепи Холестерин

Жирные кислоты

Ацетил�CoA

Пропионил�CoA
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Рис. 1. Пути образования и утилизации пропионил�CoA (модифицировано из работы [48]). PDIM – димикоцерозат
фтиоцерола (phthiocerol dimycocerosate); SL�1 – сульфолипид�1 (sulfolipid 1); B12 – витамин B12.
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могут иметь как повышенную, так и пониженную
экспрессию in vivo, что, вероятно, является отра�
жением особенностей метаболизма липидов в
конкретных условиях [33, 36–38, 41]. Интересно,
что экспрессия этих генов снижена у авирулент�
ных M. bovis BCG и M. tuberculosis H37Ra по срав�
нению с вирулентным штаммом M. tuberculosis
H37Rv [33, 37].

Энергетический метаболизм: клеточное дыхание

Данные, полученные в ходе исследования экс�
прессии генов M. tuberculosis in vivo, свидетель�
ствуют о том, что в ходе развития инфекционного
процесса микобактерии претерпевают значитель�
ную перестройку энергетического метаболизма.
Характерным при этом является последователь�
ное снижение уровня экспрессии генов NADH�
дегидрогеназы типа I (nuoA�N) и повышение экс�
прессии генов кластера narGHJI, кодирующего
нитратредуктазу, и гена narK2, продукт которого
является белком�транспортером нитратов [31, 36,
41]. Подобный метаболический сдвиг означает,
скорее всего, что происходит переориентация

электронтранспортной цепи (ЭТЦ) на использо�
вание нитрата в качестве конечного акцептора
электронов. Помимо этого в большинстве случа�
ев наблюдается снижение экспрессии генов ци�
тохром�c�оксидазы типа aa3 (ctaBECD) и цито�
хром�c�редуктазы (qcrCAB) [31, 52, 53].

Биосинтез белков и клеточный рост

Cнижение экспрессии генов рибосомных бел�
ков (rpl, rpm, rps) свидетельствует о вероятном
снижении потребности клетки в белковом синте�
зе. Обычно это явление проявляется в неопти�
мальных условиях пребывания патогена (денд�
ритные клетки, активированные макрофаги) и
коррелирует с понижением уровня экспрессии
генов АТP�синтазы (atpA�H) и замедлением ре�
пликации M. tuberculosis [36, 38].

Защитные механизмы, репарация ДНК

Несмотря на то, что компартмент (ранняя фа�
голизосома), в котором пребывает M. tuberculosis
во время персистирования в макрофагах, пред�
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Цитрат

Малат Глиоксилатный
цикл

Изоцитрат

Изоцитрат
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Сукцинат
Ацетат

Фумарат Цикл трикарбоновых
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α�Кетоглутарат
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Рис. 2. Соотношение глиоксилатного шунта и цикла трикарбоновых кислот (модифицировано из работы [118]).



396

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 38  № 4  2012

СКВОРЦОВ, АЖИКИНА

ставляет собой среду, агрессивность которой до�
статочно невелика (pH фаголизосомы – 6.2–6.4,
практически полное отсутствие гидролитической
активности), микобактерии подвергаются значи�
тельному числу стрессовых воздействий, среди
которых можно выделить воздействие активных
форм кислорода и азота и гибель клетки�хозяина
в результате апоптоза. Вследствие стрессовых
воздействий происходит повышение экспрессии
генов систем репарации и рекомбинации ДНК
(dinF/G) [31, 39, 42] и шаперонов (groES, groEL1/2,
dnaJ/K, hspX) [30, 33, 35, 36, 38, 52]. Ряд данных
свидетельствует о том, что подобная реакция не
является специфическим ответом на внутрикле�
точные условия пребывания, а представляет со�
бой часть адаптивного ответа на стрессовые усло�
вия [54, 55].

Клеточная стенка, мембрана и транспорт

Клеточная стенка M. tuberculosis – образова�
ние, уникальное как по своей структурной слож�
ности, так и по разнообразию исполняемых
функций. В ее составе находится большое коли�
чество особых липидов, которые обеспечивают
защиту бактерии от вредных внешних воздей�
ствий и модулируют иммунный ответ хозяина
[56]. Клеточная стенка и внутренняя плазматиче�
ская мембрана представляют собой две составля�
ющих сложной клеточной оболочки микобакте�
рий. Во внутренней плазматической мембране
находится большое число транспортных систем.
Повышенная экспрессия наблюдалась для ряда
генов таких систем, среди которых гены irtA/B,
кодирующие транспортеры карбоксимикобакти�
на [31, 36, 37]; sugI, Rv2040c и Rv2041c, гены
транспортеров углеводов [31, 36, 41]; ген белка�
транспортера нитратов (narK2) [36, 40, 41, 52]. 

Ограниченным доступом к железу объясняет�
ся повышенная экспрессия генов ферментов син�
теза сидерофоров – микобактина и карбоксими�
кобактина (mbtA�J, mbtL�N) [31, 36, 41].

Факторы вирулентности Mycobacterium tuberculosis

Вирулентность M. tuberculosis проявляется как
за счет различных по своей структурной принад�
лежности веществ, так и за счет разнообразных
метаболических процессов, обеспечивающих
успешное протекание инфекции. Выживание па�
тогена в клетках хозяина напрямую связано с
уклонением от негативных воздействий со сторо�
ны защитных систем организма хозяина и полу�
чением питательных веществ из тканей хозяина
для существования и размножения. На поздних
стадиях инфекционного процесса патогену также
необходимо значительное повреждение тканей и
органов хозяина, так как оно способствует рас�
пространению инфекции. Мы рассмотрим те

факторы, которые оказывают непосредственное
воздействие на организм хозяина с целью подав�
ления защитных механизмов. 

К таким модуляторам иммунного ответа мож�
но отнести белок ESAT�6 [57], кодируемый геном
esxA, который секретируется с помощью системы
транспорта типа 7 (T7SS) ESX�1 [58, 59]. ESAT�6
выступает в качестве одного из ключевых факто�
ров иммунной модуляции; предполагается, что
он участвует в лизисе мембран фаголизосомы и
внешней мембраны макрофагов и, тем самым,
способствует распространению микобактерий от
одной клетки хозяина к другой [60, 61]. Экспрес�
сия генов кластера esx in vivo находится под посто�
янным контролем, и может быть как повышена,
так и понижена в зависимости от условий [31, 33,
35, 36]. 

Другой важной системой модуляции иммун�
ного ответа является экспрессия генов белков се�
мейства PE/PPE, обладающих иммуногенными
свойствами [17, 62, 63]. Увеличение или сниже�
ние экспрессии этих генов также зависит от кон�
кретных условий [17, 31, 35, 36, 41]. В геноме
M. tuberculosis белки семейства PE/PPE кодиру�
ются приблизительно 168 генами (5% от общей
кодирующей емкости генома) (TubercuList, сбор�
ка генома R21, http://tuberculist.epfl.ch/). Схема�
тическая структура белков этих семейств приве�
дена на рис. 3.

Несмотря на то, что конкретная функциональ�
ная активность белков этого семейства не ясна,
тот факт, что они являются уникальными для ми�
кобактерий, указывает на их важность. Для неко�
торых из этих белков (PPE61, PPE55) было пока�
зано увеличение экспрессии соответствующих ге�
нов в большинстве экспериментов по изучению
экспрессии генов M. tuberculosis. В ряде исследо�
ваний также было показано, что PPE55 может вы�
ступать в качестве потенциального кандидата для
создания вакцины против туберкулеза [64, 65].

Регуляция транскрипции

В основе адаптации к изменению условий
внешней среды лежит активность сигнальных и
регуляторных систем бактерии, а следовательно,
и изменение экспрессии генов систем регуляции
транскрипции. Среди регуляторных систем надо
выделить, прежде всего, 13 генов сигма�факторов
[66, 67]. Неоднократно в экспериментах in vivo
была показана их дифференциальная экспрессия.
Например, ген sigH имел повышенную экспрес�
сию в искусственной гранулеме мышей и в мак�
рофагах человека [30]; гены sigB и sigE также име�
ли повышенный уровень экспрессии в фагосомах
мышей [33], а также в искусственной гранулеме
мышей [30] и в легком мыши [39].
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Другими генами транскрипционных регулято�
ров, повышение экспрессии которых было за�
фиксировано в экспериментах in vivo, являются
whiB3 [33, 35], ethR, ideR, kstR и relA [31, 35, 36].
Кроме того, M. tuberculosis обладает 12�ю двух�
компонентными регуляторными системами [68].
Две из них, phoPR [69] и dosRS (devRS) [70], были
изучены более детально, чем остальные. Установ�
лено, что функциональная активность системы
phoPR обеспечивает вирулентность M. tuberculo�
sis, регулируя метаболизм сложных липидов и ра�
боту систем секреции ESX [69]. Индукция генов,
находящихся под контролем позитивного регуля�
тора транскрипции phoP, наблюдалась при воз�
действии слабокислой среды (pH 6.4) фагосом
макрофагов мышей [33]. Не менее важной регу�
ляторной двухкомпонентной системой является
dosRS, которая регулирует экспрессию около
50 генов [70]. Повышение экспрессии генов этого
регулона при заражении макрофагов микобакте�
риями отмечалось неоднократно [31, 33, 35, 36].
Кроме того, экспрессия генов этого регулона на�
блюдалась практически во всех других экспери�
ментах in vivo: в M. tuberculosis из искусственной
гранулемы мышей, в образцах тканей легкого мы�

ши и хирургических образцах человеческого лег�
кого, а также в образце мокроты. Подобное повы�
шение экспресии было отмечено также и в ряде
опытов in vitro [30, 37, 38, 40, 52, 71, 72]. Функци�
ональная роль этого регулона не вполне ясна, но
предполагается, что его активность важна для
адаптации M. tuberculosis к изменениям окисли�
тельно�восстановительного статуса в ходе разви�
тия инфекционного процесса [73–75].

ДИНАМИКА ИЗМЕНЕНИЯ 
ТРАНСКРИПТОМА Mycobacterium tuberculosis – 

ОТ ПЕРВИЧНОГО ИНФИЦИРОВАНИЯ 
ЧЕРЕЗ ЛАТЕНТНОЕ СОСТОЯНИЕ 

К РЕАКТИВАЦИИ

Взаимодействие M. tuberculosis с макрофагом
начинается с момента прикрепления бактерии к
поверхности макрофага. Можно было бы ожи�
дать, что первичное изменение экспрессии генов
патогена происходит уже в этот момент и служит
подготовкой бактерии к условиям внутри макро�
фага. Тем не менее, подобной перестройки тран�
скрипции не происходит: заметные изменения
профиля экспрессии генов патогена наблюдают�
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Рис. 3. Схематическое представление белков семейств PE/PPE. Приведены структурные особенности белков. Белки
PE и PPE обладают консервативными N�концевыми доменами длиной около 110 и 180 а.о. соответственно. Одна из
подгрупп белков PPE имеет характерный мотив SVP (длиной около 350 а.о.). Оба семейства (PE и PPE) могут быть раз�
делены на отдельные подгруппы на основе структуры их вариабельных C�концевых доменов. Участки, кодируемые
полиморфными GC�богатыми последовательностями (Polymorphic GC�Rich Sequence, PGRS) семейства PE и основ�
ными полиморфными тандемными повторами (Major Polymorphic Tandem Repeats, MPTR) семейства PPE, принадле�
жат к основным источникам геномного полиморфизма M. tuberculosis [62].
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ся уже на первых минутах с момента его захвата
макрофагом [33]. Среди генов, экспрессия кото�
рых активируется первой, выделяются различные
гены регулонов, например devR (dosR), актива�
ция которого сопряжена с воздействием гипокси�
ческих условий (а также губительных для патоге�
на активных форм кислорода), и phoP, включаю�
щего гены факторов ремоделирования клеточной
стенки. Несмотря на то, что понижение кислот�
ности среды в фагосоме с микобактерией незна�
чительно (pH понижается с 7 до 6.4), оно является
важным сигналом, вызывающим адаптивные из�
менения в профиле экспрессии генов. Известно,
что белок PhoP служит сенсором кислотности
среды у таких внутриклеточных бактерий как Sal�
monella [76], что может свидетельствовать об его
участии в процессе ответа на изменение pH среды
фаголизосомы и у M. tuberculosis [77]. У мутантов
M. tuberculosis по гену phoP нарушен синтез ли�
пидов PAT, DAT и ManLAM, и не секретируется
ESAT�6/CFP�10 [78]. Это приводит к нарушени�
ям в способности M. tuberculosis эффективно бло�
кировать взаимодействие фагосомы с лизосома�
ми и выражается в явно сниженной вирулентно�
сти мутантов M. tuberculosis ΔphoP [79]. Таким
образом, транскрипционная активность регулона
phoP может служить не только для предотвраще�
ния закисления содержащей M. tuberculosis фаго�
сомы, но и для предотвращения ее созревания,
таким образом являясь одним из наиболее важ�
ных первичных адаптивных изменений.

После попадания в фагосому и устранения
угрозы ее созревания микобактерии оказываются
в достаточно безопасной среде (практически фи�
зиологическая кислотность среды, отсутствую�
щая активность гидролаз, физическая защита за
счет мембраны фагосомы) [9, 80]. Тем не менее,
подобная локализация не является оптимальной
из�за ряда факторов. Так, согласно данным [31,
33, 38, 81], в фагосоме микобактерии встречаются
с дефицитом питательных веществ, низким пар�
циальным давлением кислорода (гипоксией) и
воздействием активных форм кислорода. В даль�
нейшем, после активации содержащих бактерии
макрофагов с помощью IFN�γ и TNF�α, допол�
нительное негативное влияние будут оказывать
также возобновление процесса созревания фаго�
сомы и действие активных форм азота. Кроме то�
го, микобактерии будут вынуждены подавлять ак�
тивацию апоптоза. 

Рассмотрим вначале события, не связанные
напрямую с активацией макрофага. Данные экс�
периментов in vivo показывают, что для микобак�
терий, находящихся внутри макрофагов, наблю�
дается повышение экспрессии генов ферментов
синтеза сидерофоров микобактина и карбокси�
микобактина (mbtA�J, irtA/B, mbtL�N), что указы�
вает на возможный дефицит ионов железа [31, 36,
37]. Тем не менее, подобного повышения не отме�

чалось в образцах из человеческих легких, мокро�
ты или клеточной линии THP�1, что может свиде�
тельствовать либо о различиях в доступности же�
леза в микроокружениях микобактерий из
фагосом макрофагов мыши и человека, либо о
том, что захват железа не является необходимым
на всех стадиях инфекционного процесса M. tu�
berculosis [35, 42, 52]. Интерес представляет и тот
факт, что в клетках линии THP�1 после их инфи�
цирования микобактериями повышается экс�
прессия гена mhuD [35], кодирующего фермент
деградации гема [82], что указывает на возможное
использование гема в качестве источника железа
при инфекции человека. 

Помимо дефицита железа, в микроокружении
микобактерий также наблюдается дефицит фос�
фора [83, 84], а также, вероятно, и аминокислот
[42]. Несмотря на то, что сульфаты также важны
для выживания бактерии, блокирование основ�
ного сульфатного транспортера (CysTWA) не ока�
зывает ярко выраженного негативного влияния
на жизнеспособность микобактерий; и это явля�
ется косвенным подтверждением реализации
транспорта серы в составе метионина [3]. В под�
тверждение этой точки зрения говорит и факт ак�
тивации экспрессии генов транспортеров амино�
кислот у M. tuberculosis в условиях in vivo [31].

В ходе многочисленных наблюдений было
установлено, что микобактерии при попадании
внутрь макрофага активируют экспрессию генов
метаболизма липидов; это подтверждается дан�
ными большинства исследований изменений
экспрессии генов патогена in vivo. Принято счи�
тать, что причиной подобных изменений являет�
ся переход к преимущественному использованию
липидов вместо углеводов в качестве основного
источника углерода [45, 85, 86]. На это указывает
как снижение экспрессии гена пируваткиназы
(pykA), ключевого фермента гликолиза [31, 52],
так и повышение экспрессии генов транспорте�
ров углеводов (sigI, Rv2040c, Rv2041c) [31, 36] и
глицерин�3�фосфата (ugpA/B/E) [36]. Таким обра�
зом, можно предположить, что в ходе инфекции
M. tuberculosis использует углеводы и аминокис�
лоты для биосинтетических целей, а источником
ацильных групп для цикла Кребса выступают
жирные кислоты и холестерин.

Интересно, что при инфекции снижается уро�
вень экспрессии генов транспортеров липидов
mce4 и mce1 [31, 36]. Образование белка Mce4, яв�
ляющегося транспортером холестерина [87], не�
обходимо патогену для выживания в макрофагах,
активированных IFN�γ [88]. Так как в процессе
метаболизма липидов образуются молекулы ци�
тотоксического пропионил�CoA [89], можно сде�
лать вывод о том, что регулирование потребления
холестерина является важным для жизнедеятель�
ности M. tuberculosis.
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Как было уже сказано выше, микобактерии в
ходе развития инфекции претерпевают пере�
стройку ЭТЦ, постепенно снижая зависимость от
кислорода и переходя на использование нитрата в
качестве конечного донора кислорода [53]. Хотя
традиционно считалось, что причина этого за�
ключается в процессе адаптации патогена к пони�
женному содержанию кислорода, ряд исследова�
ний последних лет указывает на то, что суще�
ственной причиной подобной перестройки
системы клеточного дыхания может служить не�
обходимость аккумуляции нитратов или борьбы с
активными формами азота [90, 91].

Активация макрофага при помощи IFN�γ и
TNF�α имеет негативные последствия для нахо�
дящейся внутри микобактерии (рис. 4). Как уже
отмечено ранее, к этим последствиям относятся:
(i) возобновление процесса созревания содержа�
щей микобактерии фагосомы, которое сопровож�
дается закислением ее внутреннего пространства
и дальнейшим снижением доступности питатель�
ных веществ и микроэлементов для бактерий, на�
ходящейся в фагосоме; (ii) воздействие активных
форм кислорода и азота; (iii) возможность апо�
птотического пути клеточной смерти инфициро�
ванного макрофага, что приводит к элиминации
патогена. Несмотря на существование у M. tuber�
culosis ряда механизмов, противодействующих
негативным изменениям в физиологии их клет�
ки�хозяина [92], полностью предотвратить эти
явления бактерия не в состоянии, что может при�
вести к последующему уничтожению микобакте�
риальных клеток.

M. tuberculosis не допускают своего полного
уничтожения и, тем самым, излечения инфекции
путем перехода в так называемое покоящееся
(дормантное) состояние, в котором они невос�
приимчивы к воздействию перечисленных нега�
тивных факторов. На системном уровне болезнь
переходит в так называемое латентное состояние
[93, 94], сопровождающееся образованием осо�
бых агломератов (гранулем) [95], состоящих пре�

имущественно из клеток иммунной системы.
Предполагается, что гранулемы обеспечивают за�
щиту организма от бактерий, хотя есть ряд сведе�
ний, что гранулематозное ремоделирование лег�
ких приносит значительную пользу патогену,
предоставляя ему защищенную от внешних воз�
действий нишу для размножения и последующего
эффективного распространения [96]. В состоя�
нии латентной инфекции внешне не наблюдается
негативных проявлений болезни, то есть воздей�
ствие патогена на общее состояние инфициро�
ванного организма становится минимальным.

Механизм, за счет которого происходит пере�
ход бактерии в дормантное состояние, не вполне
ясен. В целом считается, что важную роль в обес�
печении этого перехода играет регулон dosR, так
как экспрессия генов, входящих в него, наблюда�
ется в большинстве условий, в которых M. tuber�
culosis приобретает дормантный фенотип. Также с
вхождением в дормантное состояние ассоцируют
повышение экспрессии гена hspX (acr,Rv2031c)
[97], относящегося к dosR�регулону [70, 97–99] и
кодирующего белок α�кристаллин [100, 101]. Тем
не менее, ряд данных указывает на то, что актива�
ция регулона dosR и экспрессия гена hspX не обя�
зательно связаны с переходом в дормантное со�
стояние. Так, было установлено, что в “стоящей”
(оставленной без перемешивания) культуре M. tu�
berculosis экспрессия hspX повышается в 100 раз в
течение 30 мин [98]. Активация регулона dosR мо�
жет осуществляться под влиянием целого спектра
стимулов, включающих как гипоксию, так и низ�
кий pH, воздействие CO, NO, SDS, H2O2 [74]. Так�
же было показано, что экспрессия генов регулона
dosR является кратковременной (<24 ч), необяза�
тельна для проявления вирулентных свойств и в
дальнейшем сменяется экспрессией примерно
230 генов, кодирующих факторы, необходимые
для персистирования микобактерий. Экспрессия
генов этой группы получила название “enduring
hypoxic response” (EHR) [102]. 
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H+

RO1

NOX2
iNOS

RNl

H+
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Рис. 4. Классический путь активации макрофага (модифицировано из [119]). Под воздействием IFN�γ происходит ряд
изменений, приводящих к слиянию лизосом с фагосомой, содержащей микобактерии, что приводит к закислению
среды внутри образовавшейся фаголизосомы. Кроме повышенной кислотности (H+) данное микроокружение харак�
теризуется также большим содержанием активных форм кислорода (ROI) и наличием активных форм азота (RNI), ге�
нерируемых белками макрофага NADPH оксидазой NOX2 и NO�синтазой iNOS, соответственно.
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Приведенные данные позволили выдвинуть
предположение, что роль регулона dosR шире,
чем обеспечение перехода в дормантное состоя�
ние, и заключается, скорее всего, в адаптации к
изменениям окислительно�восстановительного
потенциала в клетках M. tuberculosis, которые мо�
гут быть вызваны сочетанием различного рода
стрессовых воздействий, характерных для усло�
вий in vivo [74].

Данные, касающиеся физиологического со�
стояния бактерий, находящихся в дормантном
состоянии, противоречивы [103]. Окончательно
не установлено точное место локализации бакте�
рий, пребывающих в дормантном состоянии
[104]. Не ясно, что из себя конкретно представля�
ет это состояние, то есть, является ли оно дей�
ствительно дормантным, не сопровождающимся
клеточными делениями [105], либо же клеточное
деление продолжает осуществляться [106]. В по�
следнем случае непонятно, все ли бактерии ак�
тивны и участвуют в поддержании динамическо�
го равновесия между репликацией микобактерий
и их гибелью в результате активности иммунной
системы, либо же в организме также присутствует
и популяция микобактерий в истинно дормант�
ном состоянии. В том случае, если верно предпо�
ложение о том, что при латентной инфекции бак�
терии находятся в дормантном состоянии, то не
ясно, какова природа этого состояния. 

Можно выделить два основных типа такого со�
стояния: за счет действия внешних неблагоприят�
ных факторов, прекращение воздействия кото�
рых приводит к восстановлению способности к
размножению бактерий, что наблюдается в моде�
ли Вейна (Wayne model, NRP – non replicating per�
sistence) [107], либо за счет перехода микобакте�
рий в особое состояние, которое характеризуется
определенным уровнем метаболической актив�
ности, но восстановление возможности к размно�
жению таких бактерий неосуществимо без воз�
действия экзогенных факторов (модель VBNC,
viable but non culturable) [97, 103, 108]. В зависимо�
сти от того, что представляют собой микобакте�
рии в дормантном состоянии, возможны два ва�
рианта реактивации туберкулеза: за счет локаль�
ного выхода бактерий из дормантного состояния
(статическая гипотеза латентного туберкулеза)
[95], либо за счет постоянной эндогенной реин�
фекции (динамическая гипотеза латентного ту�
беркулеза) [109].

Накопленные данные позволили ряду авторов
выступить с предложением отказаться от класси�
ческого деления туберкулеза на активный и ла�
тентный и перейти к рассмотрению инфекции в
виде спектра исходов взаимодействий иммунной
системы организма и патогена [110]. Вероятно,
что наиболее соответствующей истинной ситуа�
ции может быть модель, приведенная на рис. 5.

Согласно этой модели, в организме хозяина од�
новременно присутствуют как активно делящие�
ся бактерии, так и бактерии в дормантном состо�
янии; их взаимодействие друг с другом, а также с
клетками иммунной системы, определяет прояв�
ление инфекции на уровне организма.

Финальной стадией туберкулеза является ре�
активация инфекционного процесса; при этом
вероятность реактивации в организме инфициро�
ванного человека составляет ~10% в течение жиз�
ни [111]. Данных об изменениях метаболического
состояния микобактерий в ходе реактивации ту�
беркулеза и о сдвигах в экспрессии бактериаль�
ных генов, связанных с реорганизацией метабо�
лизма, на текущий момент недостаточно. В рабо�
те Кесавана и сотр. [112] было проведено
исследование экспрессии ряда генов в ходе реак�
тивации туберкулеза в модельной инфекции кро�
ликов, для чего у группы инфицированных жи�
вотных активность иммунной системы была по�
давлена при помощи кортикостероидов [112]. В
условиях реактивации у микобактерий было об�
наружено повышение экспрессии генов семей�
ства rpf [112]. Ранее было показано, что функцио�
нальная активность этих генов, кодирующих му�
рамидазы, необходима для выхода микобактерий
из дормантного состояния in vivo (ресусцитации)
[113–115]. Эти данные указывают на важную роль
факторов Rpf в реактивации туберкулеза.

Таким образом, несмотря на накопленный
объем данных и значительный уровень понима�
ния физиологии M. tuberculosis в ходе инфекции в
целом, процессы, связанные с переходом в дор�
мантное состояние у микобактерий, а также реак�
тивацией латентной инфекции, требуют дальней�
шего изучения.

ПРИМЕНЕНИЕ ДАННЫХ 
ТРАНСКРИПТОМНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

M. tuberculosis ДЛЯ РАЗРАБОТКИ 
ТЕРАПЕВТИЧЕСКИХ СРЕДСТВ

Особенности биохимии, клеточной и молеку�
лярной биологии M. tuberculosis несомненно
представляют собой значительный интерес для
фундаментальной науки, способствуя, в том чис�
ле, лучшему пониманию адаптативной эволюции
бактерий. Объем накопленных данных о M. tuber�
culosis ставит ее в один ряд с такими бактериями
как Escherichia coli и Bacillus subtilis, делая ее de fac�
to модельным организмом. Тем не менее, совер�
шенно очевидно, что такой интерес научного со�
общества к M. tuberculosis обусловлен в первую
очередь чрезвычайной медицинской, социальной
и экономической значимостью вызываемого им
заболевания человека – туберкулеза. Туберкулез
является причиной смерти около 2 млн. человек
каждый год; кроме этого, длительное лечение
снижает эффективность труда заболевших и ка�
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чество их жизни, а также зачастую ведет к ухудше�
нию их общественного статуса. Всесторонние
функциональные исследования M. tuberculosis
позволили выявить ряд генов, продукты которых
являются хорошими мишенями для создания ан�
тибактериальных препаратов и вакцин. 

Было бы некорректно утверждать, что одни
лишь транскриптомные исследования микобак�
терий привели к созданию такого рода препара�
тов; тем не менее, зачастую те гены, продукты
которых являются объектами действия фарма�
цевтических препаратов, демонстрируют повы�
шенный уровень экспрессии во время инфекци�
онного процесса. Так, продукт гена desA3, лино�
леноил�CoA�десатураза, является мишенью
действия изоурона (изоксила, 3�(5�трет�бутил�
изоксазолил�3)�1,1�диметилмочевины). В работе
[42] было показано повышение экспрессии гена
desA3 в образцах легкого больных туберкулезом.

В 2004 г. Талаат и сотр. показали, что уровень экс�
пресии гена atpE, кодирующего субъединицу c
АТP�синтазы M. tuberculosis, повышен у микобак�
терий из образцов тканей мышей линии BALB/c,
устойчивых к туберкулезу, в сравнении с экспрес�
сией у микобактерий из мышей линии SCID [39].
Открытый в 2005 г. диарилхинолин TMC�207
(J&J/Tibotec and TB Alliance) оказывает ингиби�
рующее действие на c�субъединицуАТP�синтазы,
что снижает концентрацию внутриклеточного
АТP бактерии и приводит к ее гибели [116]. В ра�
боте Ли и сотр. было найдено, что среди генов,
экспрессия которых у M. tuberculosis H37Rv из
макрофагов мыши повышена по сравнению с
авирулентным штаммом H37Ra, можно выделить
18, которые необходимы для оптимального раз�
множения микобактерий в макрофагах [83]. К
ним относится ген secA2, кодирующий трансло�
казу SecA2, являющуюся компонентом вспомога�
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Рис. 5. Современная модель инфекции M. tuberculosis (приводится по [103]).
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тельной транспортной системы Sec, обеспечива�
ющей, помимо прочего, секрецию супероксид�
дисмутазы SodA и каталазы KatG. Живая
вакцина, созданная на основе мутанта M. tubercu�
losis по гену secA2 [117], показала высокую эффек�
тивность и безопасность при испытаниях на жи�
вотных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучение экспрессии генов внутриклеточных
бактерий на уровне функциональной активности
всего генома, а не только отдельных групп генов,
существенно для изучения метаболических и фи�
зиологических состояний, необходимых патоге�
нам для успешного персистирования в инфициро�
ванных тканях. Кроме того, данные об экспрессии
генов могут помочь в обнаружении механизмов
вирулентности, позволяющих патогенам модули�
ровать иммунный ответ хозяина. Гены бактерий,
экспрессия которых индуцируется внутри клеток
хозяина, важны для выживания патогенов в этих
условиях и, таким образом, являются потенциаль�
ными мишенями для создания новых терапевтиче�
ских средств и дизайна вакцин. 
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Adaptive Changes of Mycobacterium tuberculosis Gene Expression 
during the Infectious Process

T. A. Skvortsov# and T. L. Azhikina
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Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences
ul. Miklukho�Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

Mycobacterium tuberculosis causes an infection in humans with clinical manifestations varying from asymp�
tomatic carriage of bacteria to rapidly progressing tuberculosis. Infection outcomes depend on complex and
still not fully understood interactions between the pathogenic bacteria and their host organism. Gene expres�
sion changes in response to host defense mechanisms are needed for M. tuberculosis survival and functioning.
This review focuses on the analysis of dynamic changes in the M. tuberculosis transcriptome taking place dur�
ing infection processes in host tissues. Presently available data on mycobacterial transcriptome changes ob�
tained from different infection models are discussed. A major part of this review is devoted to the description
of biochemical changes occurring in M. tuberculosis infection process, from the primary through latent infec�
tion to pathogen reactivation. At each stage of the infection, gene expression changes and induced bacterial
metabolic variations are discussed.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, transcriptome, gene expression, pathogen, in vivo, model of infection.
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