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разных генотипов, что свидетельствует о наличии эффективных механизмов изменчивости МБТ 
и адаптации к меняющимся условиям. Таким образом, если микроорганизмы, вовлеченные в ла-
теральный перенос генов, способны приобретать нужные в данной среде гены от других сим-
бионтов, то МБТ, лишенные горизонтального генетического обмена, должны иметь механизмы  
с промутагенным эффектом. Следовательно, формирование мутаций – это одна из важных стра-
тегий выживания МБТ. Кроме мутаций, у МБТ адаптацию к микроокружению могут обеспечи-
вать реаранжировка положения генов, образование тандемных повторов, инсерция копий  
IS-элементов. Изучение механизмов, приводящих к накоплению мутаций, является важным на-
правлением исследований. 

Конформационный анализ ДНК в местах мутаций в генах, ассоциированных с устойчиво-
стью к ПТЛС (рис. 1), показывает, что мутации возникают преимущественно в местах формиро-
вания вторичных структур ДНК (шпилек), что может привести к перераспределению энергии 
взаимодействий, зарядов и, как следствие, к ошибкам репликации и возникновению мутаций. 

dn ген (Rv 3547) мутация p.L49P приводит  
к резистентности к деламаниду – ctgCTGacc

Мутация в rplC p.C154R приводит к устойчивости  
к линезолиду – ggaTGTgcc

Мутация в katG гене p.S315T 
приводит к устойчивости 
к изониазиду – tggTGGccg

Мутация в rrs гене с заменой p.A1401G 
приводит к резистентности 

к  аминогликозидам – gtcACGtca

Рис. 1. Конформация генов в локусах, где происходят мутации, ассоциированные с устойчивостью к ПТЛС: в генах 
katG (к изониазиду), rrs (к аминогликозидам), ddn (к деламаниду), rplC (к линезолиду) (анализ конформации с помо-

щью веб-сервиса mfold)

Fig. 1. Conformation of the gene regions where there occur mutations associated with resistance to anti-TB drugs: genes katG 
(to isoniazid), rrs (to aminoglycosides), ddn (delamanid), rplC (linezolid) (web-based conformation analysis by mfold service)

Проведенный нами анализ конформационных структур МБТ свидетельствует, что в их фор-
мировании важную роль играют следующие группы нуклеотидов: GCCG, CGGC, GCGC, GGG, 
GGGG, CTGC. Ранее описанные последовательности –CGGCGGCAA и –GCCGGTGTTG [11], 
присутствующие только в генах PE, PPE, также несут в своем составе CGGC и участвуют в об-
разовании шпилек (рис. 2). 
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Рис. 2. Конформация ДНК PE_PGRS53 в месте локализации повторов CGGCGGCAA, встречающихся только  
в генах PE и PE_PGRS  (анализ конформации с помощью веб-сервиса mfold)

Fig. 2. Gene PE_PGRS53: DNA conformation of loci with CGGCGGCAA repeats found only in the PE and PE_PGRS genes 
(conformation analysis by the mfold web service)

Одним из важных ферментов, участвующих в репликации, является ДНК-гираза. У большин-
ства современных штаммов МБТ присутствует мутация в 95-м кодоне гена gyrA, кодирующем 
субъединицу А ДНК-гиразы, в отличие от референтного штамма МБТ Н37Rv. У МБТ 11502  
в gyrA гене кроме мутации в 95-м кодоне выявлены мутации в кодоне 61 – gag61cag (р.Gly21Gln), 
ggc2003gac (p.Gly668Asn). Ген gyrA МБТ 4860 имел мутации gag61cag (p.E21Q), agc284acc (p.S95T), 
ggc739agc (p.G247S), МБТ 5005 – gag61cag (p.E21Q), agc284acc (p.S95T). Мутации в gyrA гене, ха-
рактерные для современных линий МБТ, могут влиять на активность гиразы-топоизомеразы, 
которая предотвращает нежелательное перекручивание ДНК перед вилкой репликации и транс-
крипции, а также отвечает за развязывание скопированных нитей ДНК за вилкой репликации, 
что в свою очередь может способствовать формированию шпилек ДНК и индуцировать мута-
ции [30, 31]. Выявленные у МБТ 11502 мутации локализуются в каталитическом ядре гиразы,  
к которому относятся остатки 426–675 гена gyrB и остатки 2–500 гена gyrA [31]. Структура ак-
тивного центра гиразы такова, что ДНК, находясь в гиразе-топоизомеразе, располагается в об-
ласти, содержащей много положительно заряженных и консервативных аминокислот, и относи-
тельно выпрямлена; изменение аминокислоты в кодонах 21 и 95 gyrA может влиять на актив-
ность ДНК-гиразы и на положение ДНК в ферменте, нарушая точность дальнейшей репликации 
[32]. В ходе исследований установлено, что у МБТ 4860 было меньше мутаций в геноме, включая 
гены 3R-системы, в сравнении с МБТ 11502 и 5005, что может быть обусловлено в том числе из-
менениями в функциональной активности gyrA, связанными с мутациями, профиль которых  
у штаммов отличался: две мутации у них совпадали, третья мутация отличалась у МБТ 11502  
и МБТ 4860. 

Установленное нами высокое содержание GCCG, CGGC, GCGC, GGG, GGGG, CTGC в неко-
торых генах PE_PGRS может быть причиной высокой их изменчивости. Повышенное содержа-
ние нуклеотидов GCCG, CGGC, GCGC, GGG, GGGG, CTGC связано также с накоплением в бел-
ках аминокислот, кодируемых кодонами, богатыми G + C, – пролина, глицина, аланина, аргинина. 
Исследование аминокислотного состава протеома МБТ, проведенное S. T. Cole с соавт., под-
тверждает (статистически значимо) присутствие повышенного содержания аминокислот Ala, 
Gly, Pro, Arg и Trp, которые кодируются G + C богатыми кодонами, и показывает сравнительное 
сокращение использования аминокислот, кодируемых A + T богатыми кодонами, такими как 
Asn, Ile, Lys, Phe и Tyr [11]. Высокое содержание аминокислот Gly, Pro, Ala может иметь значе-
ние для выживания микроорганизмов, так как последовательность аминокислот, а следователь-
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но, и структура белков модифицируются, чтобы соответствовать особенностям действия опре-
деленных стрессовых факторов окружающей среды. Одним из самых древних эволюционных 
факторов на планете могло быть осмотическое давление, которое предопределяло эволюцию на 
ранних этапах формирования биосферы и продолжает играть важную роль, особенно для тех 
микроорганизмов, которые обитают во внешней, а не в изоосмотической среде живых организмов. 
Для преодоления дестабилизирующего воздействия осмотического стресса микроорганизмы  
накапливают преимущественно органические растворимые вещества – осмолиты [32]: амино-
кислоты (пролин, глицин, алаинин), полиолы, сахара и производные, метиламины и метилсуль-
фоний. Белки в условиях высокой концентрации ионов в окружающей среде должны содержать 
аминокислоты-осмолиты, а также множественные вставки аминокислот (пептид-вставки), кото-
рые могут увеличить гибкость белков [33]. Установлено различие в количестве пролина в альфа-
амилазе психрофилов и мезофиллов/термофилов. Психрофильная альфа-амилаза содержит толь-
ко 13 остатков пролина, в то время как мезофильные и термофильные гомологи имеют 19 и 25 
соответственно. Пролин ограничивает вращение белкового остова за счет взаимодействия азот-
пирролидинового кольца. Снижая уровень пролина, психрофилы повышают гибкость белка [34]. 
Таким образом, накопление пролина, глицина, аланина позволяет сохранять свойства белков  
в условиях осмотического стресса, что особенно важно для поверхностных белков, к которым 
относятся PE_PGRS белки. 

В ходе формирования биоразнообразия планеты геном с высоким содержанием G + C мог 
иметь важное значение: он мог обеспечивать мутационную изменчивость и дивергенцию за счет 
присутствия среди нуклеотидов GCCG, CGGC, GCGC, GGG, GGGG, CTGC, меняющих топо-
графию ДНК. За счет присутствия богатых G + C кодонов, обусловливающих высокое содержание 
аминокислот-осмолитов (пролина, глицина, аланина), особенно в поверхностных белках, геном 
мог повышать устойчивость к осмотическому стрессу – одному из наиболее древних селектив-
ных факторов. Таким образом, наличие белков PE_PGRS свидетельствует о значимой роли вы-
сокого содержания G + C, вторичных конформационных структур ДНК, пролина, глицина, ала-
нина в адаптации к меняющимся условиям среды. Мутации в гене gyrA и генах 3R-системы, вы-
явленные у секвенированных МБТ генотипа Beijing и LAM, могут приводить к снижению 
точности работы системы репликации и репарации и накоплению мутаций, что усиливает адап-
тацию МБТ к меняющимся условиям. Сдвиг мутаций в сторону накопления A + T в белках 
3R-системы, в отличие от суммарного сдвига мутаций в сторону G + C в геноме, свидетельствует  
о разнонаправленности эволюционных изменений (цитоплазматических, поверхностных и 3R-систе
мы) различных структур.

Филогенетические исследования ряда авторов позволили сформулировать гипотезу эволю-
ции МБТ [35, 36]. Микобактерии туберкулезного комплекса (M. tuberculosis, M. bovis, M. microti, 
M. africanum, M. pinnipedii и M. caprae) имеют различия в фенотипических признаках и отлича-
ются спектром хозяев среди млекопитающих. Они характеризуются высокой генетической го-
могенностью: на долю сайтов синонимичных точечных мутаций приходится 0,01–0,03 %, в ге-
номе присутствуют незначительные признаки генетического обмена, что позволяет предполо-
жить, что ныне циркулирующие микобактерии туберкулезного комплекса появились из одного 
предшественника 20 000–35 000 лет назад. M. canettii и другие микобактерии с гладкими коло-
ниями могут иметь наибольшее сходство с линией – предшественницей микобактерий, из кото-
рой произошли современные микобактерии [35, 36]. Как механизм адаптации горизонтальный 
перенос генов был возможен у предшественников МБТ, имевших гладкие колонии. Тогда геном 
МБТ подвергался перестройке за счет горизонтального переноса генов. В структуре генов «до-
машнего хозяйства» МБТ есть вкрапления, мозаично разбросанные по генам, которые идентич-
ны или очень близки по структуре к микобактериям, образующим гладкие колонии. Поэтому 
настоящий геном МБТ – это результат реаранжировки генетических последовательностей – ба-
зисных и приобретаемых вследствие горизонтального переноса генов, который был возможен 
еще до формирования предшественника M. prototuberculosis. Гены геномных островков Rv3108-
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Rv3126c и Rv3173c-Rv3191c, гены Rv3117, Rv3118 и Rv3119 могут быть приобретены от Actino
bacteria, включающих род Mycobacterium и порядок Bifidobacteriales; от Proteobacteria, включа-
ющих порядки Burkholderiales, Pseudomonadales, Rhizobiales и Sphingomonadales, и от бактерио-
фагов [37].

В нашей работе показано, что на данном этапе эволюции МБТ мутации являются важной 
стратегией адаптации этого патогена к меняющимся условиям. Возникновение мутаций связано 
с первичной структурой ДНК: высоким содержанием G + C и присутствием нуклеотидов GCCG, 
CGGC, GCGC, GGG, GGGG, CTGC, которые приводят к формированию вторичных структур 
ДНК и меняют топографию ДНК. Спонтанные мутации связаны с изменением энергетических 
взаимоотношений между нуклеотидами в ходе формирования вторичных структур ДНК, об-
разующихся с участием GCCG, CGGC, GCGC, GGG, GGGG, CTGC. Во вторичных структурах 
происходит перераспределение энергии и зарядов, что может сопровождаться ошибками ре-
пликации и появлением мутаций. Возникновение события мутации зависит от ряда дополни-
тельных факторов, которые могут нейтрализовать возникающие энергетические изменения,  
а также нарушать точность процесса репликации, репарации (мутации в gyrA гене, в генах 
3R-системы). 

Заключение. В геноме МБТ 11502, относящихся к генотипу Beijing, кластеру 100-32, выяв-
лены мутации в 44,4 ± 6,8 % генов (в 24 из 54), относящихся к 3R-системе, в то время как  
у МБТ 4860, относящихся к генотипу LAM, меньшее количество генов из системы 3R было 
подвержено мутациям: 29,6 ± 6,2 % (16 генов из 54). В генах 3R-системы выявлен незначитель-
ный сдвиг ПЕН в сторону замены на аденин и тимин, в то время как для всего генома МБТ 
11502 (в сравнении с МБТ H37Rv) было характерно накопление G + C. Появление мутаций  
в генах 3R-системы может сопровождаться субоптимальной активностью белков и понижени-
ем точности в исправлении ошибок репликации, что ведет к увеличению частоты и спектра 
спонтанных мутаций и появлению новых адаптационных вариантов, обладающих большей 
жизнеспособностью.

Охарактеризованные мутационные отличия МБТ 11502, относящегося к генотипу Beijing, 
подтипу B0/W148, кластеру 100-32, и МБТ 4860, относящегося к генотипу LAM, могут быть ис-
пользованы для разработки нетрудоемких методов детекции генотипов для эпидемиологиче-
ского типирования МБТ. 

Анализ генов PE_PGRS в геноме МБТ 11502, 4860 и 5005 показал, что их вариабельность 
варьировалась у разных представителей этого семейства генов. Анализ генома МБТ 11502, 
H37Rv, 4860, 5005 свидетельствует о высоком содержании тетрануклеотидов CGGC в боль-
шинстве генов семейства PE_PGRS, где доля CGGC варьируется от 2,11 до 8,42 %, в то время 
как в среднем их доля в геноме составляет 1,62 %. Установлено, что в некоторых генах генома 
МБТ комбинация тетрануклеотидов CGGC (Rv0011, Rv0100, Rv0460, Rv0616A, Rv0691A, 
Rv0722, Rv0863, Rv0909, Rv1038c, Rv1197, Rv2347c, Rv2452c, Rv3053c, Rv3320c) вообще не 
встречается.

Конформационный анализ ДНК в местах мутаций в генах, ассоциированных с устойчивостью 
к ПТЛС, показал, что формирование вторичных структур ДНК, происходит преимущественно 
за счет комбинаций нуклеотидов GCCG, CGGC, GCGC, GGG, GGGG, CTGC, а мутации в генах 
возникают, как правило, в местах формирования вторичных структур ДНК (шпилек), в которых 
может происходить перераспределение энергии взаимодействий, зарядов, и, как следствие, мо-
гут возникать ошибки репликации и мутации. На возникновение события мутации может вли-
ять ряд дополнительных факторов, которые могут нейтрализовать возникающие энергетические 
изменения, а также нарушать точность процесса репликации, репарации (мутации в gyrA гене,  
в генах 3R-системы). 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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