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I. ВВЕДЕНИЕ
Бактериями заселены практически все экологические ниши на 
планете, при этом их уникальная способность переживать неблаго
прият ные условия среды является важным фактором их выжи
ваемости, распространения и патогенности. Вместе с тем, при 
нас туп лении неблагоприятных условий, бактерии способны перехо
дить в особое физиологическое состояние – состояние покоя, 
харак теризующееся низкой метаболической активностью, морфо
ло гическими изменениями формы, утолщением клеточной стенки, 
а также отсутствием роста на типичных питательных средах и 
неспо собностью формировать колонии. Поскольку клетки в данном 
сос тоя нии проявляют низкую метаболическую активность, то такие 

8 2016 г.



В.Д.Никитушкин и соавт.306

покоящиеся формы бактерий, проявляющие устойчивость к анти
био тикам, являются источником хронической инфекции в организме 
хозяина, которая с трудом поддается лечению. В частности, согласно 
распро страненной точке зрения, латентная форма туберкулеза связана 
именно со способностью бактериивозбудителя Mycobacterium 
tuber culosis (МТБ) переходить в состояние покоя, сходное со споро
об ра зованием. Предполагается, что покоящиеся формы МТБ могут 
реак тивироваться в тканях хозяина, с образованием активно деля
щихся клеток.
 Покоящееся состояние у неспорулирующих бактерий часто 
сопровождается появлением «некультивируемости» («НК») – времен
ной неспособности бактериальных клеток образовывать колонии 
на плотной питательной среде. При этом такие клетки сохраняли 
проли феративный потенциал (способность к росту как в жидких, 
так и на плотных средах), который проявлялся после проведения 
проце дуры реактивации в жидкой среде [1]. При изучении клеток 
грам положительной бактерии Micrococcus luteus, принадлежащей к 
одному с микобактериями порядку Actinomycetales, было обнаружено, 
что клетки, выращенные на бедной питательной среде переходили 
в сос тояние покоя, при этом 99,99 % клеток теряли способность к 
росту на плотных питательных средах [2–4]. Однако клетки можно 
было «оживить» (восстановить их способность к делению), добавив в 
культуру стерильный, отфильтрованный супернатант, полученный из 
культуры растущих клеток M. luteus [5, 6]. В ходе последующих иссле
до ваний было обнаружено, что клетки M. luteus секретируют в среду 
куль тивирования белок, который был способен инициировать реак
ти вацию покоящихся клеток, а также стимулировать в определенных 
условиях размножение обычных клеток. Также было обнаружено, что 
этот белок способен стимулировать рост и некоторых других G+C бога
тых грамположительных бактерий: Mycobacterium avium, Myco bac
terium bovis (BCG), Mycobacterium kansasii, Mycobacterium smegma tis 
и M. tuberculosis [6]. Белок проявлял свою активность в пикомоляр ных 
концентрациях и был назван Resuscitation promoting fac tor (Rpf) – 
фактор реактивации покоящихся форм микроорганизмов [7, 8]. 
 Rpf, секретируемый клетками M. luteus, представляет собой 
термо лабильный, чувствительный к обработке трипсином белок, с 
моле кулярной массой ~ 19 кДа [7]. Изначально изза активности в 
низких пикомолярных концентрациях Rpf был назван бактериальным 
цито кином [6], однако сравнительно высокая концентрация Rpf в 
куль туральной среде M. luteus и отсутствие гипотетических рецеп то
ров к нему на поверхности клетки не подтвердили первоначальную 
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гипотезу. После полногеномного секвенирования было установлено, 
что геном M. luteus содержит одну копию этого белка [8]. С появ ле
нием все большего количества секвенированных геномов различ ных 
бактерий стало ясно, что Rpf M. luteus является одним из пред
ста вителей широкого семейства бактериальных секретируемых 
белков (Rpfподобные белки) для целого ряда грамположительных 
Г–Ц богатых бактерий, принадлежащих филуму Actinobacteria. 
В этот тип входят представители около 20 семейств из шести 
порядков (Actinomycetales, Streptomycetales, Corynebacteriales, 
Micrococcales, Pseodonocardiales, Propionobacteriales), в том числе 
представители родов Mycobacterium, Сorynebacterium, Nocardia. При 
этом количество ортологов генов rpf для каждого вида варьирует от 1 
до 5. Все эти белки объединяет наличие схожего по аминокислотной 
последовательности консервативного домена (около 75 аа). На рис. 1. 
для иллюстрации представлены сравнения аминокислотных пос
ле до вательностей каталитических доменов белков Rpf M. luteus и 
мико бактерий M. tuberculosis и M. smegmatis.
 На рис. 2 представлена кладограмма, построенная на основании 
сходства (> 60 %) консервативного домена Rpf у различных видов акти
нобактерий, иллюстрирующая широкое распространение белков Rpf 
среди бактерий разных порядков. Имеются также данные о том, что 
белки, подобные Rpf, найдены у фирмикут (Firmicutes) [9] и грам от
ри цательной бактерии Salmonella typhimurium, хотя отличие в амино
кис лотных последовательностях у данных представителей от Rpf 
бел ков актинобактерий существенно [10]. Широкое распространение 
белков Rpf и их важная роль в физиологии бактерий привели к интен
сивным исследованиям этого семейства белков. Цель данной работы – 
поз накомить читателя с современными взглядами на структуру, 
биологические функции и применение белков данного семейства.

II. СТРУКТУРА БЕЛКОВ RPF

При изучении структуры белка было выявлено, что Rpf из M.luteus 
сос тоит из консервативного домена, расположенного на Nконце 
моле кулы и LysM домена (входящего также в состав ферментов, 
вовле ченных в метаболизм клеточной стенки), расположенного 
на Сконце [7]. Было установлено, что LysM домен участвует во 
взаимо действии ферментов с компонентами пептидогликана [11]. В 
даль нейшем была подтверждена доменная организация белков Rpf 
и для представителей рода Mycobacterium (рис. 3). В отличие от Rpf 
M. luteus микобактериальные Rpf – белки не имеют в своем составе 
домен LysM, однако имеют консервативный домен и ряд доменов, в 
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том числе DUF и G5 домены, а также домены связывания некоторых 
белков с цитоплазматической мембраной (рис. 3а). Согласно модели 
тре тич ной структуры белка Rpf, его консервативный домен имеет 
пространственную организацию, близкую к расположению элементов 
третич ной структуры у лизоцима С, что было обнаружено при изуче нии 
структуры консервативного домена RpfB из Mycobacterium tubercu
lo sis методом ЯМР высокого разрешения [14, 15] и позднее доказано 
мето дом рентгеноструктурного анализа [16, 17]. Консервативный 
домен Rpf имеет шесть альфаспиралей и один bскладчатый слой, 
состоящий из трех тяжей, пространственное расположение которых 
иден тично с расположением альфаспиральных участков слизоцима 
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Рис. 2. Кладограмма распределения консервативного домена белка Rpf среди 
видов актинобактерий. Сходство менее 60% не рассматривалось.
 Биоинформатический анализ проводился на портале UniProt www.uniprot.org.
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Рис. 3. Доменная организация Rpfпродуктов микобактерий M. tuberculosis и 
M. smegmatis. 
 а). Схематическое сравнение доменов белков семейства Rpf у М. luteus и 
мико бактерий (синим показаны домены связывания Rpf с цитоплазматической 
мембраной; красным – сигнальные последовательности; фиолетовым – Pro/Ala 
богатые регионы); 
 б). Пространственное расположение доменов в молекуле RpfB (PDB 3ЕО5).
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и ряда литических ферментов, участвующих в метаболизме клеточ ной 
стенки бактерий [14, 15]. В соответствии с данными, полученными 
при изучении кристаллических структур, было установлено, что в 
частности RpfB может рассматриваться как «минилизоцим» [16]. 
Подобно лизоциму, каталитический центр белка состоит из шести 
сайтов (A–F) связывания с пептидогликаном [16]. Но с другой сто
роны, RpfB также проявляет гомологию и по отношению к ряду 
лити ческих трансгликозилаз E. coli (Slt35, Slt70) [13], что наг лядно 
проде монстрировано на рис. 4. Таким образом, структурные иссле
до ва ния позволяют предположить, что консервативный домен белков 
Rpf представляет собой гибрид хорошо известного фермента лизо
цима животного происхождения и бактериальных литических транс
гли ко зилаз. В свою очередь, эта структура предполагает наличие 
фер мен тативных свойств у белков Rpf. 
 По сравнению с достаточно просто устроенным белком Rpf M. lu
teus, белок RpfB (362 а.к) из M. tuberculosis демонстрирует наиболее 
сложную структурную организацию: помимо каталитического 
домена, состоящего из 75 аминокислот, дополнительно выделяют 
G5 домен и три DUF348 домена (Domains of Unknown Function, 
домены неизвестной функции) [18–20]. Как показали исследования, 
G5 домен (название которого происходит вследствие наличия 
пяти консервативных остатков глицина в его структуре) является 
важным компонентом многих белков, вовлеченных в процесс 
дегра дации клеточной стенки и формирования биопленок, и имеет 
функциональную роль близкую к LysM домену Rpf M. luteus 
[18]. Детальные исследования кристаллической структуры белка 

Рис. 4. Структура лизоцима (PDB 1LZE), Rpf (PDB 3EO5), литической транс
гли козилазы Slt35 – E. coli (PDB 1D0K). Обращает на себя внимание сходство 
в организации активного центра указанных ферментов. В частности, взаимное 
рас по ложение остатков Asp и Glu. Остаток Glu является консенсусным для всех 
трех случаев.



В.Д.Никитушкин и соавт.312

DDUFRpfB+G5 позволили установить точную топологию и взаимное 
расположение bтяжей G5, соотвествующих структуре bТНb мотива 
[16]. Но, пожалуй, самым интересным оказалось наблюдение, что этот 
домен обладает адгезивными свойствами по отношению к мико бак
териальному пептидогликану, и его изогнутая форма способ ст вует 
стерически выгодной локализации белка Rpf в ячейках ПГ [16]. 
 До последнего времени структура и функции трех DUF348 
доменов в структуре RpfB оставалась неисследованной. Однако 
совсем недавно было показано, что этот домен состоит из одной 
aспирали упакованной с четырьмя нитями bтяжей [19], при этом 
изу чение пространственной организации этого домена выявило 
неожи данное сходство с эукариотическим белком убиквитином [19]. 
Значе ние DUFдоменов в белках Rpf попрежнему остается неясным. 
Необхо димо подчеркнуть, что основной особенностью убиквитина в 
клетках эукариот является способность взаимодействовать с большим 
количеством макромолекул [19]. Возможно наличие убикви тин
подобного домена в молекуле Rpf позволяет последнему взаимо дейст
вовать с другими белками, возможно с партнером белка Rpf – RipA 
(см ниже).
 Таким образом, структурные исследования белков Rpf определенно 
свиде тельствуют о принадлежности их к классу пептидо гли кан гид
ролаз, что позволяет предположить наличие фермента тив ной актив
ности, которая может быть важна для наблюдаемых физиоло гических 
эффектов белков Rpf. 

III. ФЕРМЕНТАТИВНЫЕ СВОЙСТВА RPF
Исходя из того, что белок Rpf представляет собой гидролитический 
фермент, который может расщеплять, подобно лизоциму и литическим 
транс гликозилазам, 1→4 гликозидные связи между остатками Nаце
тил глюкозамина и Nацетил(гликолил) мурамовой кислоты бакте
риаль ного пептидогликана [15, 23], следует возможность экспери
мен тальной проверки этого предположения.
 Наличие ферментативной активности белков Rpf было уста
нов лено в экспериментах с применением искусственного суб
страта 4метилумбеллиферилβDN,N',N''ацетилглюкозамина 
(MUF3NAG) – синтетического аналога компонента клеточной 
стенки, а также непосредственно на выделенном ПГ. В обоих случаях 
была показана способность рекомбинантного белка Rpf M. luteus 
гид ро ли зовать пептидогликан [24, 25].
 Для подтверждения ферментативной активности белков Rpf был 
проведен сайтнаправленный мутагенез. Хорошо известно, что в 
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актив ном центре у лизоцимоподобных белков присутствует консер
ва тивный остаток глутаминовой кислоты, принимающий участие 
в катализе. У лизоцима такой глутамат находится в положении 35 
(Glu35), у литической трансгликозилазы Slt35 в 162 положении, у 
транс гликозилазы Slt70 в положении 478 [23]. У белков Rpf из M. lu
teus, как предполагается, каталитическиактивный глутамат нахо дится 
в положении 54 [13].
 Экспериментально выявлено, что замена предполагаемого ката ли
тического глутамата в белке Rpf M. luteus на глутамин (E54Q) приво
дила лишь к частичной потере активности (как это описано в случае 
лизоцима и литических трансгликозилаз) [15, 26, 27], в то же время 
замена на аланин (E54A) и лизин (E54K) существенно подавляла 
фер ментативную активность [21]. Максимальное ингибирование 
актив ности проявлялось у мутантной формы Rpf с заменой двух цис
теи новых остатков, которые могут принимать участие в образовании 
функционально значимой внутримолекулярной дисульфидной связи 
[13]. Действительно, замена Cys53 и Cys114 по отдельности приводила 
лишь к частичному подавлению активности, в то же время замена 
обеих амино кислот приводила к практически полной инактивации 
Rpf [21]. Недавние исследования белка RpfC с применением метода 
ЯМР показали важность формирования дисульфидной связи между 
консер вативными остатками цистеина в поддержании и модуляции 
конформации каталитического домена в процессе катализа [15]. Эти 
результаты подтвердили каталитическую активность белков Rpf и их 
сходство с мурамидазами.

IV. ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА БЕЛКОВ RPF
В первых исследованиях роли белков Rpf было продемонстрировано, 
что введение рекомбинантного белка Rpf M. luteus в пикомолярных 
концентрациях стимулировало рост клеток M. luteus на бедной пита
тельной среде [6]. Впоследствии был обнаружен подобный эффект 
по отношению к клеткам M. smegmatis [25]. В целом, в этих и других 
экспериментах было выявлено, что зависимость роста бактериальных 
клеток от экзогенно добавленного Rpf проявляется лишь в условиях, 
когда клетки подвергались тем или иным стрессовым воздействиям, 
в то же время, активные клетки, выращенные на соответствующих 
сбалан сированных средах, не проявляли подобной чувствительности 
[7, 28]. В частности, выраженное действие рекомбинантных белков 
Rpf AD M. tuberculosis проявлялось в стимуляции роста бактерий при 
их низкой начальной концентрации в лагфазе. При этом наблюдалась 
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перекрестная активность белков Rpf, выделенных из MTB, по 
отношению к клеткам M. luteus и M. smegmatis [26]. 
 В ряде работ было продемонстрировано, что рекомбинантные 
белки Rpf эффективно стимулируют реактивацию НК, покоящихся 
клеток M. tuberculosis, Rhodococcus rodochrous [27] и M. smegmatis [28], 
полученных в моделях in vitro. Реактивационная способность белка 
Rpf M. luteus также была продемонстрирована in vivo по отношению к 
покоящимся микобактериям, выделенным из макрофагов, заражен ных 
MTB [29]. Экзогенное добавление рекомбинантного белка Rpf могло 
быть заменено гиперэкспрессией этого белка в штамме M. smegmatis 
(штамм pAGR), при этом такие модифицированные клетки проявляли 
способность к спонтанной реактивации из некультивируемого сос
тоя ния без добавления экзогенного Rpf [28].
 Было установлено, что максимальный синтез Rpf в клетках 
M. lu teus происходит в конце логарифмической фазы роста и моле
кулы Rpf обнаруживаются не только в культуральной среде, но и на 
поверх ности клеток продуцента [7, 9]. Белки Rpf в культуральной 
жид кости MTB были также обнаружены, однако в значительно мень
шем количестве, чем у M. luteus [26]. 
 Важный вопрос для понимания биологической функции белков 
Rpf состоит в их необходимости для роста бактерийпродуцентов. 
Синтез Rpf является, очевидно, необходимым для деления клеток 
M. luteus поскольку мутантные клетки с инактивированным геном rpf 
оказались нежизнеспособными [7]. Антитела против Rpf подавляли 
рост бактерий in vitro [7], что подтверждает эссенциальность гена rpf 
для роста культуры. В отличие от M. luteus ноль мутанты по генам rpf 
у МТБ оказались жизнеспособными in vitro и in vivo. Мутация в одном 
из генов, кодирующих синтез белков Rpf у МТБ, не влияет на процесс 
реактивации, не останавливает рост клеток и не приводит к гибели 
бактерий, однако подобные мутации способны вызывать изменения в 
морфологии клеток [33, 34]. Делеция отдельных генов сопровож дается 
незначительным повышением экспрессии оставшихся генов. Тот факт, 
что инактивация генов rpf по отдельности не влияет на реактивацию, 
показывает определенную степень взаимозаменяемости белков Rpf в 
процессе реактивации. Однако одновременная мутация в генах, коди
рующих RpfA/C/D и RpfB/D/E, приводит к значительному снижению 
виру лентности бактериальных штаммов M. tuberculosis на моделях 
с мышами, а также к неспособности этих мутантов к реак тивации 
из сос тояния покоя in vivo [32]. Таким образом, у Myco bac terium 
tuber culosis наблюдается «избыточность» в генах rpf, что, очевидно, 
обес печивает эволюционную устойчивость патогена. 
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 Был проведен анализ мутантных штаммов M. tuberculosis с 
одно временно четырьмя и полностью (пятью) делетированными 
(нокау тированными) генами rpf(А–Е). Эти штаммы были изучены 
в различных условиях как in vitro, так и in vivo. Четырехкратные 
мутанты оказались способными к росту in vitro как в жидких, так и 
на твер дых средах, в то же время пятикратно нокаутированные клетки 
выявили задержку в образовании колоний роста на твердой среде 
[33]. Кроме того, было обнаружено, что исследуемые мутанты не 
спо собны к реактивации из покоящегося состояния, а введение генов 
rpf в такие клетки частично восстанавливало эту способность [35, 
37]. Четырехкратные мутанты подавляли размножение в мышиной 
модели аэрогенного хронического туберкулеза, один из мутантов с 
деле тированными генами rpf АСВЕ практически полностью терял 
способность развиваться in vivo и, соответственно, быть вирулентным 
для животных [33]. Отсутствие обоих генов rpf у Corynebacterium 
glu tamicum не влияло на рост культуры, однако повторный рост 
после длительного хранения значительно ухудшался [34]. Интересно 
также отметить, что один из белков Rpf (Rpf2) Corynebacterium glu
tamicum гликозилирован (содержит маннозу и галактозу в моле куле 
белка). Однако о наличии гликозилированных форм среди мико бак
те риальных белков Rpf не сообщалось.
 Хотя белки Rpf не являются важными для активного роста МТБ, 
экспериментально доказано, что они определяют переход покоящихся 
форм МТБ в активное состояние как in vitro [33], так и in vivo [37, 39] 
на модели хронического туберкулеза у животных. Экспрессия всех 
пяти rpf генов МТБ H37Rv была изучена в течение разных стадий 
роста (от экспоненциальной фазы роста до покоящегося состояния и 
последующей Rpfзависимой реактивации) с помощью ПЦР в реаль
ном времени. Анализ генов rpf МТБ выявил, что все гены (rpfA, rpfB, 
rpfC, rpfD, rpfE) экспрессированы (с разной степенью) на ранней 
экспо ненциальной фазе [31]. У экспоненциально растущих клеток 
сохра няется высокая экспрессия только rpfB [34, 40], однако отно
си тельно экспрессии остальных генов rpf данные разнятся [34, 40]. 
В стационарной фазе роста наблюдается общая тенденция к сни же
нию всех генов rpf у МТБ, сходно с экспрессией rpf у M. luteus, за 
исклю чением гена rpfC [36].
 Анализ изменения экспрессии генов rpf при реактива ции НК клеток 
M. smegmatis обнаружил, что лишь гомолог RpfA (MSMEG_5700) 
прояв лял повышенную экспрессию на поздних ста диях реактивации 
перед началом деления клеток [37].
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 Были проанализированы уровни экспрессии генов rpf в различных 
стрессовых условиях (голодание, гипоксия, снижение pH). При голо
дании (инкубация в течение 24 и 96 часов в фосфатном буфере pH 
7,2) через 24 часа после начала инкубации экспрессия всех генов 
rpf была увеличена относительно контроля (клетки до начала стрес
со вого воздействия), дальнейшая инкубация до 96 часов привела к 
значительному снижению экспрессии генов rpfA, rpfB и rpfE, при 
этом экспрессия генов rpfC и rpfD сохранялась на некотором уровне. 
В условиях гипоксии (снижение кислорода) увеличивалась экспрес
сия rpfC и rpfE. При снижении pH до 5,5–4,5 повышалась экспрес сия 
rpfD и rpfE. Данные транскрипционного анализа показали, что белки, 
кодируемые генами rpf экспрессируются поразному в зави симости 
от условий и фаз роста и, следовательно, могут регули ро ваться 
по отдельности. Так биосинтез RpfA регулируется цАМФза ви
си мым транскрипционным рецепторным белком (CRP) Rv3676, 
регулирующим экспрессию генов, вовлеченных в персистенцию 
микобактерий туберкулеза и/или выход из состояния покоя [38], 
RpfC позитивно регулируется сигма фактором SigD [39], негативно 
регулируется двухкомпонентной регуляторной системой MprAB, 
которая оказывает действие на многие гены в SigD регулоне [43–45].
 Повидимому, функционально ортологи Rpf у M. tuberculosis не 
отличаются, однако регуляция их экспрессии различна, что может 
ука зывать на «привязанность» различных белков Rpf к различным 
стрес совым факторам внешней среды.

V. МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ
Согласно материалу, изложенному в разделе II и III следует, что 
белки Rpf обладают ферментативной активностью, что позволяет 
пред положить, что гидролиз пептидогликана под дейст вием Rpf 
явля ется важным звеном в процессе стимуляции роста и реак тивации 
покоя щихся форм микобактерий. В связи с этим возник вопрос отно
си тельно того, каким образом могут быть связаны оба про цесса – гид
ро лиз пептидогликана клеточной стенки и реактивация. То, что оба 
про цесса связаны следовало из экспериментов по изучению реак ти
ва ции покоящихся клеток M. smegmatis, трансформированных плаз
ми дой pAG, несущей ген rpf (штамм pAGR) и гены rpf с мутациями 
(мутантные штаммы AGX). Были получены результаты очень близкие 
к иссле дованию энзиматической активности рекомбинантных белков 
с соответствующими заменами аминокислот (см. Раздел III). Так, 
замена в активном центре белка RpfC M. tuberculosis (Rv1884c) глута
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ма та на глутамин (E54Q) приводила лишь к некоторому снижению 
реак ти вации, тогда как замена глутамата на аланин и особенно 
лизин вызывала резкое снижение реактивации. Замена цистеинов 
(C53K и C114T) по отдельности приводила к частичному снижению 
реак тивации, тогда как их совместная замена приводила к полному 
подав лению реактивирующей способности белка. Таким образом, 
кроме глутамата, выполняющего важную роль в катализе, для реак
ти вации важна также стабилизирующая функция двух остатков 
цистеина в молекуле [24, 25]. Эти результаты прямо подтверждают 
связь ферментативной активности белков Rpf с реактивацией покоя
щихся, НК бактерий. 
 Однако вопрос о природе взаимосвязи гидролитической и реакти
вирующей способности Rpf долгое время оставался открытым. На 
сегодняшний день, на наш взгляд, можно выделить три гипотезы 
меха низма действия белка Rpf:
 I). Возможно Rpf в качестве гидролазы осуществляет ограничен
ный гидролиз модифицированного пептидогликана в покоящихся 
клет ках, что способствует синтезу и росту клеточной стенки, а также 
началу деления в НКклетках. 
 Пептидогликан микобактерий состоит из чередующихся остатков 
сахаров Nацетилглюкозамина и остаков мурамовой кислоты (либо 
Nацетил, либо Nгликолил), к которым присоединены пента пеп тид
ные боковые цепи [46–49]. При переходе в состояние покоя проис
ходит увеличение количества межмолекулярных связей в структуре 
пептидогликана, а также его уплотнение и утолщение [46, 47, 50, 51]. 
В то же время микобактериальный пептидогликан активнорастущих 
клеток является чрезвычайно динамической структурой, постоянно 
увеличивающейся и подвергающейся ремоделлингу в процессе роста 
[48, 52]. Поэтому ограниченный гидролиз ПГ у покоя щихся клеток 
может являться критическим для начала деления. Однако мишень для 
экзогенного Rpf – пептидогликан, расположенный под слоем внеш
ней микобактериальной мембраны [44] и его доступность, особенно 
в покоящихся клетках для экзогенного Rpf проблематична. В то же 
время эндогенный Rpf способен выполнять эту функцию. Неко то
рым подтверждением этого предположения является тот факт, что 
экспрес сия синтеза молекул Rpf наблюдается не в начале реак ти
вации, а лишь спустя определенное время, когда в клетках появ ля ется 
транс крипционная и трансляционная активность – непос ред ственно 
перед началом деления [45]. Это также опровергает перво на чаль ное 
пред положение о принадлежности Rpf к классу цито кинов, запус
каю щих процесс реактивации на начальных стадиях [6]. 
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 II). Второе предположение о механизме действия Rpf основано 
на обнаруженой способности рекомбинантного Rpf разрушать бак те
риальные агрегаты, что, вероятно, также определяется его гидро ли
ти ческой активностью [46]. Ранее было обнаружено, что агрегация 
кле ток M. luteus играет важную роль в инициации роста культуры в 
лагфазе [47], а также на начальных этапах реактивации MTB [48]. 
Воз можно, что белки Rpf участвуют в разрушении этих агрегатов 
перед нача лом деления.
 III) Наконец, согласно «сигнальной гипотезе» в процессе гидро
лиза пептидогликана, Rpf может высвобождать низкомолекулярные 
молекулы, передающие сигнал как на саму клетку, так и на соседние 
клетки, действуя на некий поверхностный клеточный рецептор.
 Как обсуждалось выше, белки Rpf способны гидролизовать 1→4 
гли козидные связи бактериального пептидогликана. Долгое время, 
однако, было непонятно, какие продукты образуются в ходе гидролиза, 
поскольку было неясно к какой группе ферментов принадлежит 
Rpf: к группе лизоцимов или к группе литических трансгликозилаз. 
Клас си фикация известных пептидогликангидролаз основана на 
специ фичности расщепления структурных сайтов бактериального 
пепти догликана [42]: например, NацетилмурамилLаланин амидаза 
гидро лизует амидную связь между Nацетилмурамовой кислотой и 
Lала нином, освобождая цепь гликана от фрагмента пептида, в то 
время, как карбокси и эндопептидазы разрушают LD, DD, DL связи 
в фраг менте пептида. Выделяют три типа ферментов гликозидаз, 
расщеп ляющих гликановый остов по остаткам Nацетилмурамовой 
кислоты и Nацетилглюкозамина: Nацетилглюкозаминидазы, лизо
цимы и литические трансгликозилазы. Последние два фермента 
разру шают одну β(1→4)гликозидную связь гликана, поэтому 
лизоцимы и литические трансгликозилазы известны под общим 
названием NацетилβDмурамидаз. Следует также отметить, что 
активность гидролаз специфична по отношению к определенному 
типу гликана, в частности, по наличию или отсутствию модификаций 
гликана, числа поперечных сшивок и т.д. [48, 23].
 Детальное сравнение структуры каталитических центров белков 
пока зывает наличие консервативного остатка глутаминовой кислоты 
у RpfB M. tuberculosis (Glu292 RpfB соответствует Glu35 cлизоцима). 
Ката литический глутамат RpfB, аналогично лизоциму окружен 
«гид ро фобным карманом». Гидрофобное окружение создается 
ами но кис лотами боковой цепи: Ile288, Gln310, Phe311, Trp352, и Val354, 
которые стаби лизируют протонированное, незаряженное состояние 
Glu292 в опти муме действия фермента (pH 5.0), что делает глутамат 
«сильной кис лотой» в процессе протекания акта катализа (рис. 5). Как 
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было недавно показано, что подобная организация структуры также 
характерна и для организации гидрофобного кармана и для RpfC, 
что однозначно может свидетельствовать об общности организации 
и строе нии всех бел ков класса Rpf [15]. Следует отметить, что RpfB, 
в отличие от лизоцима, не имеет эквивалента Asp52 cлизоцима (на 
месте которого у RpfB расположен Tyr305). Это позволило предпо
ло жить, что белок Rpf, функ ционально принадлежит к группе 
лити ческих трансгликозилаз – группе ферментов – гидролаз, рас
щеп ляющих бактериальный пеп ти догликан с высвобождением 
ангид ропродуктов реакции [57, 58]. Однако экспериментальные 
дока зательства образования этих про дук тов были получены позже 
(см. ниже).
 Многие ферменты, вовлеченные в синтез и деградацию пептидо гли
кана, функционируют в комплексе с другими ферментами. Скри нин
гом в двухгибридной дрожжевой системе было обнаружено, что RpfB 
MTB имеет партнера – эндопептидазу RipA (resuscitation promoting 
factor interacting protein) [59–61]. RipA – L, Dэндопептидаза – 
протео литический фермент, способный расщеплять пептидные связи 
внутри пептидной цепи пептидогликана (гидролизует Dглутамин
мезодиаминопимелиновую кислоту на изоглутамин (DiGln) и 
мезо диаминопимеленовую кислоту (mDAP)). RipA может также 
взаимо действовать с RpfE [51]. RipA – секретируемый белок, 
который был обнаружен у целого ряда микобактерий, включая 
пато ген ные формы, найден также у родоккоков и коринобактерий. 
Ката литический домен RipA содержит в «core» 70 аминокислот 
(385–445), которые имеют 35% сходство с цистеиновой протеазой 
NlpC/P60 семейства. Локализация обоих белков (RpfB и RipA) на 
септе делящихся клеток предполагает согласованную роль этих фер
мен тов в клеточном делении [59–63]. Было показано, что делеция 
гена, кодирующего RipA, приводит к уменьшению скорости роста 

Рис. 5. Организация «гидрофобного 
ка рмана» каталитического центра белка 
RpfB. 
 Гидрофобное окружение созда ется 
аминокислотами боковой цепи: Ile288, 
Gln310, Phe311, Trp352, и Val354 (изо
бра жены синим), которые ста би ли зи
руют протонированное, неза ряженное 
сос тояние Glu292 (изображен зеленым 
цве том).
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и аномальной морфологии клеток M. tuberculosis и M. smegmatis 
(ветвле ние и образование цепочек). Образование длинных ветвя
щихся цепей происходит изза незавершенности образования септы 
и приво дит к повышению чувствительности клеток к βлактамным 
антибиотикам. Эти данные позволяют предположить, что RipA играет 
основную роль в финальной стадии клеточного деления. Поскольку 
RpfB способен гидролизовать гликозидную связь между остатками 
Nацетилглюкозамина и Nацетил(гликолил) мурамовой кислоты, а 
RipA, является эндопептидазой, активной по сайтам DGluмезо
DAP пеп тидного остова микобактериального пептидогликана, то их 
взаимо действие должно приводить к синергетическому гидро лизу 
бакте риальной клеточной стенки (рис. 6), что было проде монст ри
ро вано экспериментально [54].
 Было также установлено, что совместное действие RpfB и RipA 
приводит к увеличению степени гидролиза флуоресцентномечен
ного пептидогликана M. smegmatis, по сравнению с гидролизом ПГ 
по действием индивидуальных белков RpfB и RipA [64, 65]. Анало
гичным образом, совместное добавление RpfB и RipA выяв ляло 
синергетический эффект потенцирования реакти вационной актив
ности по отношению к покоящимся НК клеткам M. smegmatis [55].
 Теоретически совместное действие RpfB и RipA должно было 
приво дить к высвобождению дисахараиддипептида [55]. Примене
ние метода массспектрометрии (MALDITOF) позволило установить 
струк туру продукта синергетического гидролиза микобактериаль ного 
пепти до гликана под действием двух ферментов RpfB и RipA (рис. 6б). 
Как оказалось, в результате реакции образовывается Nаце тил глю коз
ами нилb(1→4)Nгликолил1,6ангидромурамоилLаланилDизо
глу тамат (ангидроГМДП), что подтвердило гипотезу принад леж ности 
белка Rpf к литическим трансгликозилазам [55].
 Обнаружение низкомолекулярных продуктов, образующихся под 
действием комбинации Rpf и Rip, позволяет рассматривать именно 
ангид ромуропептиды в качестве промежуточных потенциально сиг
нальных молекул. Действительно, в экспериментах, использование 
синтетического аналога (Nацетилглюкозаминилb(1→4)Nаце тил
1,6ангидромурамоилLаланилDглутамата) подтвердило реакти ва
цион ную спсобность этого соединения (в концентрациях около 100 
нг/мл) стимулировать реактивацию НК клеток микобактерий [55].
 Как известно, муропептиды рассматриваются в качестве потен
циаль ных сигнальных молекул, вовлеченных в формирование моле
ку ляр ных каскадов «паразит–хозяин» [43]. Недавно в работе Шаха с 



Белки Rpf и реактивация покоящихся форм актинобактерий 321

Ри
с.

 6
. С

тр
ук

ту
рн

ая
 о

рг
ан

из
ац

ия
 м

ик
об

ак
те

ри
ал

ьн
ог

о 
пе

пт
ид

ог
ли

ка
на

 и
 е

го
 г

ид
ро

ли
з. 

 
а)

 С
ай

ты
 г

ид
ро

ли
за

 м
ик

об
ак

те
ри

ал
ьн

ог
о 

П
Г 

по
д 

де
йс

тв
ие

м 
R

pf
B

 и
 R

ip
A

; 
 

б)
 П

ре
дп

ол
аг

ае
мы

й 
пр

од
ук

т, 
об

ра
зу

ем
ы

й 
в 

пр
оц

ес
се

 г
ид

ро
ли

за
 –

 а
нг

ид
ро

д
ис

ах
ар

ид
д

ип
еп

ти
д.



В.Д.Никитушкин и соавт.322

соав торами была выявлена роль муропептидов, образуемых в процессе 
гид ролиза пептидогликана под действием мутанолизина, в качестве 
сигнальных молекул в процессе прорастания эндоспор Bacillus sub ti lis 
[56]. Согласно предложенной авторами схеме, муропептиды взаимо
действовали с внешним, специфическим рецептором – PASTA доменом 
мембранной серинтреонин протеинкиназы PrkC, активируя ее и тем 
самым и вызывая последующее фосфорилирование регуляторных 
кле точных белков [56]. Только мезоDAPсодержащие муропептиды, 
которые освобождаются во время активного роста бактерий, способ
ст вовали прорастанию спор B. Subtilis [60]. Примечательно, что ген 
prkC контролирует экспрессию предполагаемого гомолога белка 
Rpf – YocH B. subtilis, и соответсвенно может регулировать высво
бож дение муропептидов под действием активности YocH [57]. M. tu
ber culosis имеет гомолог PrkC – серинтреонин киназу PknB – одну 
из 11 серинтрео нин протеинкиназ [65, 68]. Соответственно можно 
пред положить, что муропептиды, образующиеся в процессе фермен
тативного гидро лиза под действием RipA и RpfB могут взаимо дейст
вовать с данной протеинкиназой аналогичным путем. Регу лятор 
PknB является ессенциальным для роста патогена M. tuber cu losis и 
сапрофита M. smeg matis [65]. Сверхэкспрессия PASTA домена PknB 
(структурного аналога PASTAдомена PrkC) задерживает рост обеих 
бактерий [66]. PknB и PknA регулируют форму клеток и, возможно, 
кле точное деление микобактерий, связанное с обратимым фосфо ри
ли ро ванием внутриклеточных белков [67]. 
 PknB контролирует основные метаболические пути через фосфо
ри ли рование белковых субстратов: белковый регулятор GarA, кото
рый в нефосфорилированной форме ингибирует αкетоглутарат 
декар бок силазу в ЦТК [69], KasA/B белки, вовлеченные в биосинтез 
мико ло вых кислот [70], факторы вирулентности RshA и SigH, Wag31 
белок, принимающий участие в клеточном деление [68, 71], ферменты 
биосинтеза клеточной стенки GlmU [72] и PBPA [73]. Вероятно, 
PASTA домен узнает растущие цепи пептидогликана и регулирует 
распре деление белков, вовлеченных в деление и формирование септы. 
Взаимо действие PASTA домена PknB с клеточной стенкой является 
важ ным процессом и может служить механизмом для контроля 
целост ности клеточной стенки и роста бактерий [59].
 Из известных субстратов фосфорилирования микобактериальной 
PknB представляют интерес белки, вовлеченные в процесс клеточного 
деления Wag31 и PpbA, которые, вероятно, могут принимать участие 
на ранних стадиях реактивации покоящихся клеток [60].
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 Была предложена молекулярная модель активации PknB, осно
ван ная на димеризации внеклеточного домена под действием муро
пеп тидов [58], также было изучено связывание синтезированных 
муропептидов с внеклеточным доменом PknB методом плазмонного 
резонанса [50]. Однако в исследованиях серинтреонин протеинки
назы PrkC из S. aureus было обнаружено, что данная киназа неспо
собна к димеризации в присутствии даже больших концентраций 
муро пептидов [61], однако авторы не исключают такой возможности 
in vivo, при этом, вероятно, в данный процесс могут быть вовлечены 
и прочие молекулярные игроки [61].
 И хотя вовлеченность протеинкиназы PknB в передачу сигнала 
через муропептиды является недоказанным, но интересным пред по
ло жением, сигнальный механизм действия белков Rpf посредством 
муро пептидов является вполне правдоподобным.
 На самом деле нельзя исключить реализацию нескольких пред
по лагаемых механизмов, например распад бактериальных агре гатов 
под действием Rpf [46] может предшествовать последующему обра
зо ванию муропептидов, запускающих процесс реактивации (рис. 7). 
С другой стороны, возможно, эти процессы могут протекать и парал
лельно. Например, очевидно, субстратом для действия белков Rpf 
могут служить фрагменты пептидогликана, всегда присутствующие в 
бак териальных культурах [72, 73]. В настоящее время представляется, 
что процесс реактивации покоящихся форм является сложным явле
нием, включающим несколько стадий. Похоже, что первая стадия 
(стадия мет аболической активации) связана с повышением уровня 
внут ри клеточ ного цАМФ, которое происходит в результате активации 
адени латциклазы. Было обнаружено, что повышение уровня цАМФ и 
акти вация метаболизма, предшествует размножению клеток, а также 
пред шествует экспрессии rpfA, которая возрастает к началу деления 
клеток [37]. Таким образом, действие эндогенных белков Rpf способно 
сти мулировать непосредственно деление микобактериальных клеток, 
в то же время способствуя образованию низкомолекулярных про дук
тов (муропептидов) – индукторов ранних стадий процесса реак ти ва
ции [62].
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VI. ПЕРСПЕКТИВЫ ПРИМЕНЕНИЯ БЕЛКОВ RPF  
В МЕДИЦИНЕ

РАЗРАБОТКА АНТИТУБЕРКУЛЕЗНЫХ ПРЕПАРАТОВ

Во многих публикациях белки Rpf связывают с латентной формой 
туберкулеза, и переходом этой формы в активный туберкулёз [29, 34, 
37, 74, 74].  Проблема латентного туберкулёза становится актуальной 
при использовании иммуносупрессивной терапии, когда побочным 
эффектом является реактивация латентной формы [76, 77]. В связи 
с вышеупомянутой ролью белков Rpf в реактивации покоящихся 
форм, подходы для ингибирования активности Rpf выглядят привле
ка тельными для борьбы с реактивацией латентного ТБ. Среди таких 
подходов можно упомянуть применение моноклональных антител 

Рис. 7. Возможный путь реактивации покоящихся форм микобактерий. 
 1 – белок Rpf вызывает распад клеточных агрегатов; 2 – при совместном дейст
вии бел ков Rpf, Rip на микобактериальный пептидогликан высвобождаются 
ФПГ – муропептиды; 3 – ФПГ связываются с поверхностным рецеп тором 
PASTAдоменом серинтреонин протеинкиназы PknB.



Белки Rpf и реактивация покоящихся форм актинобактерий 325

против RpfB домена, которые ингибировали стимулирующий эффект 
Rpf по отношению к размножению МТБ in vivo [65].
 Обнаружение энзиматической активности белка Rpf позволяет про
водить отбор соединений с потенциальной ингибиторной активностью, 
которые могли бы рассматриваться в качестве потенциальных анти
ту беркулезных препаратов. Ранее сообщалось о существовании двух 
инги биторов литических трансгликозилаз булгицине и NAGтиа
зо лине, которые однако никогда не тестировались по отношению к 
грамположительным бактериям [79, 80]. Кроме того, NAGтиазолины 
не обладали выраженным ингибиторным эффектом и проявляли 
актив ность лишь в высоких концентрациях [66]. В этой связи оказа
лось перспективным использование нитрофенилтиоцианатов (НФТ), 
которые были способны подавлять прорастание грибных спор. 
Знание о том, что в процессе прорастания спор ключевые функции 
выпол няют гидролитические ферменты, в частности, литические 
трансгликозилазы и хитиназы, позволило рассматривать новый класс 
нитрофенилтиоцианатов в качестве ингибиторов таких гидролаз 
[81–83]. Было предположено, что НФТ могут быть активными по 
отношению к белкам Rpf. Исследование взаимодействия неко то рых 
НФТ методом тушения белковой автофлуоресценции позво лило 
установить, что ингибиторы данного класса, очевидно, взаимо
действуют с остатками ароматических аминокислот (Trp352, Tyr305) 
и препятствуют связыванию субстрата Rpf (фрагментов пепти до
гли кана) с его активным центром [69]. Далее было также выяснено, 
что соединения этого класса способны ингибировать реакцию 
гидро лиза как синтетического субстрата 4MUF3NAG, так и флуо
ресцентномеченого микобактериального пептидогликана под дейст
вием Rpf [69]. При исследовании биологических свойств НФТ на 
Rpfпродуцирующих микроорганизмах (M. luteus, M. smegmatis, M. 
tuberculosis) было обнаружено, что они способны ингибировать рост 
бактерий и подавлять процесс реактивации покоящихся форм мико
бактерий, увеличивая время реактивации и уменьшая число жизне
спо собных клеток на последних этапах реактивации (M. smegmatis, 
M. tuberculosis) [57, 83]. Кроме того, был обнаружен эффект НФТ 
подав ления реактивации латентной туберкулезной инфекции in vivo 
на мышиной модели после иммуносупрессии аминогуанидином 
[49]. Несмотря на то, что наблюдаемые эффекты ингибирования 
проис ходили при достаточно высоких концентрациях соединений, 
и некоторые клетки в популяции НК форм, попрежнему, были 
способны реактивироваться, НФТ можно рассматривать в качестве 
перспективного класса молекул, модификация которых позволит 
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создать эффективные препараты, предотвращающие реактивацию 
латентного ТБ. 
 В связи с трудностью эрадикации покоящихся форм возбудителя 
туберкулёза в хозяине (обычные антибиотики не действуют на такие 
формы [84, 85]), была сформулирована идея об использовании Rpf 
для перевода НК клеток МТБ в органах хозяина в активное состояние, 
когда они могут быть подавлены антибиотиками [86, 87]. Эта идея 
в прямом виде была опубликована в 2013 г, однако до сих пор не 
была реализована. Одна из трудностей состоит в том, что неясно, 
каким образом вводить нестойкий рекомбинантный белок в организм 
хозяина. Другая проблема состоит в определенной опасности реак
ти вировать резистентный к антибиотикам штамм МТБ, чего нельзя 
пред сказать заранее до реактивации.

ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ

Обнаружение у МТБ пяти ортологов Rpf (Rpf A–E), четыре из которых 
согласно предсказаниям являются секретируемыми белками, привело 
к предположению о том, что эти белки могут распознаваться иммунной 
системой хозяина и быть протекторами при создании новых защитных 
вакцин. Особую привлекательность имело использование белков Rpf 
для стимулирования иммунного ответа против латентного туберкулеза 
и его реактивации. Действительно, в более поздних работах после 
открытия белков Rpf было выявлено, что соответствующие пяти 
ортолагам мРНК были обнаружены в тканях (легких) зараженных 
мышей кроликов и людей [34, 88, 89]. Использование антител против 
RpfB позволило обнаружить соответствующий белок в тканях (лим
фа тические узлы кишечника) туберкулезных больных. В этом случае 
белок локализовался в центрах некроза, в гигантских клетках и мак
рофагах [74].
 Иммунологические исследования продемонстрировали способ
ность двух из пяти белков Rpf МТБ (Rpf A и Rpf D) стимулировать 
продукцию гаммаинтерферона Тклетками в крови заболевших 
туберкулезом больных, что свидетельствовало о распознавании этих 
антигенов иммунной системой. Интересно, что иммунный ответ был 
более выражен у пациентов с латентной формой туберкулёза, чем 
у больных с активным туберкулезом [75]. Эти результаты откры
вают возможность использования белков Rpf для применения как 
в серодиагностике, так и для диагностики туберкулеза в реакциях 
кле точного ответа. 
 Применение белков Rpf в качестве профилактических субъеди
ни чных вакцин было исследовано на модели мышиного туберку
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леза. Было выявлено снижение числа бактерий после заражения 
у имму ни зированных животных [76]. На сходной модели было 
про де монстрировано, что вакцинация животных ДНК вакцинами, 
коди рующими синтез белков RpfB и RpfD имеет максимальный про
тек тивный ответ, выраженный в снижении числа бактерий в легких 
после заражения [77]. Применение 4 из 5 рекомбинантных бел ков 
Rpf МТБ в качестве субъединичных вакцин выявило их способ
ность вызывать как клеточный, так и гуморальный иммунный ответ 
у мышей. Вакцинация мышей этими белками приводила к сущест
вен ному уровню протекции при заражении вирулентным штаммом 
МТБ, которое выражалось как в виде увеличения продолжительности 
жизни животных, так и в существенном снижении размножения 
патогена в органах (легкие и селезенка) [78]. Другой подход связан 
с конструированием аттенуированных штаммов M. tuberculosis 
для использования их в качестве живых вакцин. В данном случае 
были созданы нокаутированные штаммы МТБ с делециями от 2х 
до 4х генов Rpf. В результате таких делеций штаммы теряли виру
лентность, но были способны защищать иммунизированных мышей 
после заражения вирулентным штаммом [79]. Разумеется, разра
ботка и апробация новых противотуберкулезных вакцин требует 
длительного времени и приведённые выше эксперименты являются 
лишь первыми шагами в этом направлении. В частности, известная 
биотехнологическая компания Aeras, специализирующаяся на раз ра
ботке новых антитуберкулезных вакцин, сообщила об экспе ри мен
тальном исследовании новой вакцины на основе реком би нант ной 
BCG, экспрессирующей три белка Rpf МТБ наряду с другими анти
ге нами [80].

ПРИМЕНЕНИЕ RPF ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ ТУБЕРКУЛЁЗА 
В БИОМАТЕРИАЛЕ ПАЦИЕНТОВ

Реактивирующие свойства Rpf по отношению к покоящимся мико
бак териям нашло интересное применение в диагностических иссле
до ваниях. Ранее было известно, что при микробиологическом иссле
довании образцов мокроты, взятых от больных ТБ, нередко наблю
даются ложнонегативные результаты, т.е. отсутствие роста возбу
ди теля на стандартных средах. Как становится ясно теперь, вполне 
вероятно, что это связано с нахождением в мокроте клеток МТБ в 
НК состоянии. Такая популяция покоящихся клеток была впервые 
обна ружена Мукамоловой и сотр. в 2010 [81]. Было выявлено, что 
значительная часть клеток в мокроте могла быть реактивирована с 
помощью добавления Rpf в среду реактивации [81]. Позже, схожий 
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эффект был обнаружен при реактивации образцов мокроты в жидкой 
среде при добавлении культуральной жидкости, полученной от 
растущих МТБ клеток [82] или клеток M. luteus [83]. Интересно, что 
макси мальный реактивирующий эффект культуральной жидкости, 
пред положительно содержащий Rpf, проявлялся для медленно реак
ти вирующихся культур, т.е. для клеток, находящихся в состоянии 
глубо кого покоя [82]. К сожалению, в этих исследованиях не было 
прове дено детального изучения супернатанта активных бактерий, 
необ ходимого для получения максимального результата (прежде 
всего возраст культуры, состав среды), что может быть важным 
фак то ром для подобных экспериментов (М.О.Шлеева, персональное 
сооб ще ние). Очень близкий результат был получен при исследовании 
мокроты больных с применением рекомбинантных белков Rpf E и B, 
позво ляю щих стимулировать рост покоящихся бактерий в образцах 
для уменьшения времени необходимого для диагностики возбу
дителя [84].
 Таким образом, белки семейства Rpf могут найти применение 
для улучшения диагностики туберкулеза и снижения ложноотрица
тельных результатов изза трудностей культивирования возбудителя.

VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
 Прошло 18 лет со времени первой публикации о белке Rpf у M. lu
teus как о секретируемом факторе, стимулирующим реактива цию 
покоящихся форм этой неспорулирующей бактерии [6]. За это 
время был совершен существенный прогресс в понимании распро
странённости подобных белков, их природы, структуры и функции. 
В настоящее время установлено, что белки Rpf на самом деле 
явля ются обширным семейством и широко представлены в грам
по ло жительных бактериях филума Actinobacteria. Структурные 
исследования позволили предположить, что консервативный домен в 
белках этого семейства представляет собой гибрид лизоцима и бакте
риальной литической трансгликозилазы и, что, таким образом белки 
Rpf, очевидно, обладают ферментативными свойствами. Впослед
ствии это предположение было подтверждено в целом ряде экспе ри
мен тальных исследований, которые позволили отнести их к классу 
пептидогликангидролазлитических трансгликозилаз: ферментов, 
прини мающих участие в ремоделлинге бактериальной стенки. Как 
оказалось, белки Rpf у многих бактерий представлены в виде нес
кольких ортологов, причем функционально in vitro эти ортологи, по 
крайне мере частично, взаимозаменяемы. В многочисленных пуб



Белки Rpf и реактивация покоящихся форм актинобактерий 329

ли кациях была доказана реактиврующая роль белков Rpf по отно
ше нию к покоящимся и стрессированным клеткам различных видов 
акти нобактерий на моделях in vitro. Особое внимание уделяется роли 
белков рассматриваемого семейства у микобактерий, в частности 
МТБ. В этих работах была установлена связь между реактивацией 
возбу дителя туберкулеза из покоящегося состояния как в моделях in 
vitro, так и в организме хозяина и экспрессией белков Rpf.
 Несмотря на очевидный прогресс, тем не менее, механизмы сти
му лирующего рост и реактивацию действия белков Rpf оста ются 
до конца невыясненными. Достаточна ли для проявления реак ти
вирующего эффекта ферментативная активность белков Rpf сама по 
себе? Или в качестве промежуточной сигнальной молекулы высту
пают продукты ферментативного действия Rpf (муропептиды)? Если 
верно первое предположение, то возникает вопрос какова после до
ва тельность событий между гидролизом пептидоглакана и стиму ля
цией размножения? Если верно второе предположение, то каковы 
меха низмы передачи сигнала? Эти вопросы пока не имеют ответов 
и ждут экспериментального изучения.
 Белки семейства Rpf, очевидно, имеют целый ряд медицинских 
применений. Это связано, прежде всего, с изучением механизмов 
латентного туберкулеза – распространенного заболевания, потен
циально опасного неконтролируемой реактивацией и переходом в 
актив ную форму туберкулеза. Использование нокаутных по генам rpf 
штаммов МТБ позволило экспериментально доказать, что белки Rpf 
определяют способность таких штаммов к установлению латентного 
сос тояния у животных и к реактивации с развитием активного 
тубер кулезного процесса. Таким образом, семейство Rpf является, 
очевидно, важным фактором в патогенезе латентного туберкулеза.
 С другой стороны, обнаружение распознавания белков Rpf 
иммунной системой хозяина позволяет использовать эти белки 
в качестве диагностических антигенов и в качестве основы для 
соз дания субъединичных профилактических вакцин. Наконец, 
реак тивирующая функция белков Rpf позволяет применять их для 
улучшения микробиологической диагностики туберкулеза в био
логических образцах (выявление некультивируемых форм мико
бактерий). В настоящее время перечисленные возможности исполь
зо вания белков Rpf уже реализуются, по крайне мере, на уровне 
экспе риментальных работ. В дальнейшем эти исследования могут 
привести к созданию новых вакцин и диагностических тестов для 
исполь зования в практической медицине.
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