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МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ ПАТОГЕННОСТИ 

COXIELLA BURNETII

Ю.А. Панферова

ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Coxiella burnetii — облигатный внутриклеточный грамотрицательный бактериальный патоген, возбу-

дитель Ку-лихорадки — природно-очагового заболевания, протекающего в острой (преимущественно в виде 

атипичной пневмонии) или хронической (чаще всего в виде эндокардита) форме. Хозяевами коксиелл в при-

роде являются многие виды млекопитающих, птиц и членистоногих, основной источник инфекции для че-

ловека — сельскохозяйственные животные. Основной путь передачи инфекции — аэрозольный. При попада-

нии в организм человека патоген связывается с фагоцитирующими клетками моноцитарно-макрофагального 

ряда. Внутри клетки хозяина C. burnetii способствует созреванию специфического, подобного фаголизосоме, 

компартмента, известного как коксиелла-содержащая вакуоль, внутри которого происходит метаболическая 

активация и репликация бактерий. Во внешней среде коксиелла существует в виде метаболически неактив-

ной спороподобной формы. В процессе внедрения в клетку хозяина C. burnetii использует актин-зависимый 

фагоцитоз и механизм «застежки-молнии». После интернализации бактерии происходит созревание фаголи-

зосомоподобного компартмента и формирование крупной коксиелла-содержащей вакуоли, занимающей поч-

ти всю цитоплазму клетки хозяина. Выживание инфицированных клеток является важным для поддержания 

хронической коксиеллезной инфекции. Коксиелла продлевает жизнеспособность хозяйской клетки двумя 

способами: она активно ингибирует апоптотический сигнальный каскад и индуцирует способствующие вы-

живанию факторы. Помимо этого, коксиелла активно задействует компоненты аутофагии в формировании 

коксиелла-содержащей вакуоли, и индукция аутофагии способствует внутриклеточной репликации патоге-

на. В процессе инфекции коксиелла с помощью секреторной системы IV типа транслоцирует эффекторные 

субстраты из бактериального цитозоля напрямую в цитозоль эукариотной клетки, где они взаимодействуют 

с белками хозяина. Всего идентифицировано около 130 секретируемых эффекторов транспортной системы 

IV типа, функция большинства из них на данный момент неизвестна. Обнаружены специфические для ряда 

штаммов и изолятов секретируемые белки, что подтверждает существующую гипотезу о наличии отдельных 

патотипов C. burnetii. Идентификация и характеристика новых факторов вирулентности стала возможной 

пос ле появления бесклеточной среды для культивирования и развития методов сайт-специфического мута-

генеза и других генетических манипуляций, что является важной вехой в исследовании молекулярного пато-

генеза C. burnetii.

Ключевые слова: Coxiella burnetii, Ку-лихорадка, молекулярный патогенез, вирулентность, транспортная система, 

секретируемые эффекторы.
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COXIELLA BURNETII PATHOGENICITY MOLECULAR BASIS

Panferova Yu.A.

St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Coxiella burnetii is an obligate intracellular gram-negative bacterial pathogen, an ethiological agent of Q-fever, 

a zoonotic disease, elapsing as an acute (mostly atypical pneumonia) or a chronic (mostly endocarditis) form. The host 

range is represented by wide range of mammal, avian and arthropod species, but the main source of human infection are 

farm animals. The main route of infection is aerosolic. In case of contact with organism pathogen binds with phagocytal 

monocytic-macrophagal cell line. C. burnetii promotes maturation of specific phagolysosome-like compartment in host 

cell, called coxiella-containing vacuole, within this vacuole pathogen becames metabolically activated and actively repli-

cates. Coxiella persists as metabolically inactive spore-like form in environment. Internalisation of C. burnetii occurs using 

actin-mediated phagocytosis and zipper mechanism. After internalization of bacteria maturation of phagolysosome-like 

compartment and large coxiella-containing vacuole formation occure, and vacuole can occupy nearly the whole cyto-

plasm of the host cell. Survivance of infected cells is important for chronic infection with C. burnetii. C. burnetii elongate 

the viability of host cell by two ways: it actively inhibits apoptotic signal cascades and induce pro-survival factors. Ex-

cept that C. burnetii involves autophagic pathway during coxiella-containing vacuole formation, and induction of auto-

phagy promotes pathogen replication. During infection C. burnetii translocates effector substrates from bacterial cytosole 

to euca ryotic host cell cytosole using type IV secretion system, where effectors modulate host cell proteins. Overall ap-

proximately 130 secreted effectors of type IV transport system, but function of most of them remains unknown to date. 

Specific sec reted proteins for variety of strains and isolates were identified, confirmed that certain pathotypes of C. bur-

netii can exist. Identification and characterization of novel virulence factors it is now possible through axenic media 

for C. burnetii cultivation and development of site-specific mutagenesis and other genetic technics, which is important 

for research of C. burnetii molecular pathogenesis.

Key words: Coxiella burnetii, Q-fever, molecular pathogenesis, virulence, transport system, secreted effectors.

Coxiella burnetii — облигатный внутрикле-

точный грамотрицательный бактериальный 

патоген, возбудитель Ку-лихорадки — при-

родно-очагового заболевания, протекающе-

го в острой или хронической форме. Леталь-

ность при хронической форме заболевания, 

представленной чаще всего в виде гепатита 

и эндокардита, составляет 65% [59]. Основным 

источником инфекции для человека являют-

ся сельскохозяйственные животные (преи-

мущест венно козы и овцы, реже — крупный 

рогатый скот), хотя хозяевами коксиелл в при-

роде могут быть многие виды млекопитающих, 

птиц и членистоногих.

Коксиелла способна длительно выживать 

во внешней среде. Эта способность связана 

с особенностью перехода в различные стадии 

развития. Малая клеточная форма метабо-

лически неактивна и устойчива к многочис-

ленным факторам внешней среды, таким как 

температура, воздействие ультрафиолетового 

излучения, высушивание. Переход из малой 

в большую клеточную форму происходит пос-

ле внедрения в клетку хозяина в процессе за-

кисления содержащей патоген фагосомы: в это 

время патоген становится метаболически ак-

тивным [38].

В организм человека возбудитель попадает 

чаще всего через дыхательные пути при вды-

хании зараженных аэрозолей или пыли, затем 

они попадают в кровь и связываются с фаго-

цитирующими клетками моноцитарно-макро-

фагального ряда. Будучи внутриклеточным 

патогеном, C. burnetii вовлечена в широкий 

спектр механизмов проникновения в клетки 

хозяина и выживания в них. Коксиелла об-

ладает тропностью к профессиональным фа-

гоцитам и проникает в такие клетки путем 

классического фагоцитоза, который основан 

на взаимодействии рецептора с лигандом. 

Внутри клетки хозяина C. burnetii способствует 

созреванию фаголизосомоподобного компарт-

мента, известного как коксиелла-содержащая 

вакуоль, внутри которого происходит репли-

кация бактерий [40].

Патотип-специфическая вирулентность 

C. bur netii — длительно существующая гипо-

теза, основанная на возможности ряда изо-

лятов вызывать преимущественно острую 

или хроничес кую Ку-лихорадку у людей [88]. 

Филогенетический анализ показал, что изо-

ляты, вызывающие острую и хроническую 

Ку-лихорадку, распределяются по разным 

геногруппам, включающим в состав генома 

различные плазмиды, что является подтверж-

дением существования отдельных патотипов 

коксиелл [80].

До недавнего времени ЛПС были единст-

венным охарактеризованным фактором ви-

рулентности коксиелл. Идентификация и ха-
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рактеристика новых факторов вирулентности 

стала возможной после появления бесклеточ-

ной среды для культивирования и улучшения 

инструментов для генетических манипуля-

ций, что явилось важной вехой в исследовании 

молекулярного патогенеза C. burnetii. Об этих 

механизмах молекулярного патогенеза кокси-

еллы пойдет речь в настоящем обзоре.

Инфекционный цикл. Адгезия 
и инвазия

Как и у многих других облигатных внутри-

клеточных патогенов, инвазия C. burnetii в клет-

ку хозяина является первым шагом инфекции. 

При аэрозольном пути передачи коксиелла 

поражает альвеолярные макрофаги и прони-

кает в них посредством актин-зависимого фа-

гоцитоза. Отсутствие транспортной системы 

III типа позволило предположить, что для ад-

гезии и инвазии этот микроорганизм исполь-

зует механизм «застежки-молнии». Иденти-

фикация транспортной (секреторной) системы 

IV типа указывала на возможное использова-

ние бактерией активного триггерного цикла, 

осуществляемого за счет секретируемых через 

транспортную систему эффекторных белков, 

чтобы индуцировать инвазию пос ле адгезии 

на поверхности клетки хозяина [81]. Иссле-

дование мутантов по транспортной системе 

IV типа показало, что эти бактерии не явля-

ются дефектными по способнос ти проникать 

в фагоцитирующие (моноциты и макрофаги) 

и не фагоцитирующие клетки. Следовательно, 

вероятнее всего проникновение в фагоциты 

происходит за счет пассивного актин-зависи-

мого фагоцитоза, а в непрофессиональные фа-

гоциты — путем активного механизма «застеж-

ки-молнии» [10, 19]. Вирулентные C. burnetii 

связываются с фагоцитирующими клетками, 

используя интегрин αVβ3 в качестве основно-

го рецептора, и входят в клетку путем RAC1-

зависимого фагоцитоза, который требует ун-

дуляции мембраны [18, 27]. Что интересно, 

интегрин αVβ3 обычно вовлечен в устранение 

апоптотических клеток путем фагоцитоза 

и связан с ингибированием воспаления. Таким 

образом, способность коксиелл использовать 

этот интегрин для инвазии может служить од-

ним из механизмов избегания индукции вос-

палительного ответа. Согласно этому пред-

положению, C. burnetii характеризуется как 

скрытый патоген, который проникает в клет-

ки без «оповещения» иммунной системы. Хотя 

идентичность бактериального лиганда для 

интегрина αVβ3 не была установлена, в классе 

возможных кандидатов могут быть связанные 

с мембраной белки, содержащие интегрин-

связывающий домен «аргинин-глицин-аспар-

тамовая кислота» (RGD-мотив). Интегрин 

αVβ3 мало секретируется в находящихся в по-

кое моноцитах, и, по-видимому, C. burnetii ис-

пользует другие рецепторы для проникнове-

ния в эти клетки [25].

Хотя идентичность рецепторов в непро-

фессиональных фагоцитах в настоящее время 

неизвестна, механизм, посредством которого 

коксиелла проникает в клетки, видимо, тоже 

связан с перестройкой актиновых филамен-

тов. Поскольку субъединица β3 слабо экс-

прессируется в бронхиальном эпителии, не-

похоже, чтобы интегрин αVβ3 был первичным 

рецептором при проникновении в непрофес-

сиональные фагоциты. Гистопатологический 

анализ, проведенный на легких животных 

с моделью коксиеллезной пневмонии и у па-

циентов с атипичной пневмонией, вызванной 

C. burnetii, позволил идентифицировать моно-

циты и макрофаги в первичных сайтах инфек-

ции, но в этих сайтах также были обнаруже-

ны эпителиальные и эндотелиальные клетки 

[78]. Кинетика коксиелл различных фазовых 

вариантов в клеточных культурах была пред-

ставлена по-разному, причем авирулентные 

клетки фазы II интернализировались быст-

рее, чем полностью вирулентные бактерии 

в фазе I [6, 93]. C. burnetii фазы I и II реплици-

руются со сходной кинетикой в одинаковых 

по структуре, протеолитически активных 

коксиелла-содержащих вакуолях, что важ-

но отметить, поскольку многие исследования 

внутриклеточного траффика проведены с ис-

пользованием авирулентной фазы II. Обе фазы 

привлекают рецептор интегрина αVβ3 в моно-

цитах, но крупная реорганизация актинового 

цитоскелета наблюдается только при инфици-

ровании бактериями фазы I [18]. Изменения 

в цитоскелете в процессе инвазии являются 

обычным эффектом для некоторых других 

инвазивных патогенов, которые способству-

ют фагоцитозу посредством секреции эффек-

торов, активирую щих хозяйские ГТФазы [31]. 

Хотя секреторная система IV типа не являет-

ся обязательной для проникновения в клет-

ку хозяина, не установлено, необходимы ли 

ее эффекторы для реорганизации актинового 

цитоскелета в ходе инфекции. Что интересно: 

ундуляция актинового цитоскелета индуци-

руется через SRC-тирозинкиназу вслед за свя-

зыванием коксиелл фазы I [62]. Эта ундуляция 

мембраны требует контакта между C. burnetii 

и хозяйской клеткой и может быть индуци-

рована очищенными липополисахаридами 
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(ЛПС) фазы I [62, 63]. Способность индуциро-

вать ундуляцию также зависит от экспрессии 

TLR4 на поверхности клетки хозяина [37]. Эти 

наблюдения позволяют предположить, что 

ЛПС индуцируют изгибание мембраны, и эф-

фекторы секреторной системы IV типа вре-

менно контролируют последующие сигналь-

ные каскады после интернализации патогена, 

но экспериментально это не было доказано.

Хотя основные бактериальные факторы, 

которые опосредуют инвазию патогена в клет-

ку остаются неизвестными, полагают, что их 

идентификация возможна при скрининге му-

тантных клеток коксиелл, у которых изменена 

интернализация. Так, мутанты по CBU_1260 

способны проводить репликацию внутри 

клетки хозяина, но в меньшей степени по срав-

нению с изолятом дикого типа. Это один 

из трех белков со структурой, сходной с бел-

ком наружной мембраны OmpA (CBU_0307, 

CBU_0936 и CBU_1260). Полагают, что эти 

белки играют важную роль в адгезии и интер-

нализации коксиеллы, в том числе клетками, 

не являющимися профессиональными фаго-

цитами [57]. На данный момент это первый ин-

вазин коксиеллы. Также известно, что OmpA-

белки участвуют в адгезии и интернализации 

других бактериальных патогенов [8, 22].

От фагосомы к коксиелла-содержащим 
вакуолям

Фагоцитоз приводит к формированию фа-

госомы, которая созревает в фаголизосому по-

средством серии поочередных и регулируемых 

событий слияния и разделения компартмен-

тов. Вскоре после интернализации патогена 

на поверхности клетки наивная фагосома раз-

вивается в раннюю фагосому и приобретает 

ГТФазу RAB5. Эта ГТФаза стимулирует сли-

яние с ранними эндосомами, приводя к за-

кислению примерно до рН 5,4 и приобретению 

раннего эндосомального маркера ЕЕА1. Одним 

из самых поразительных свойств фагосомы яв-

ляется то, что размер ее остается постоянным, 

что свидетельствует о непрерывном удалении 

компонентов мембраны после процесса сли-

яния. В поздней фагосоме отсутствует RAB5, 

но присутствует ГТФаза RAB7, лизосома-ас-

социированные мембранные гликопротеины 

LAMP1 и LAMP2 и вакуолярная АТФаза, кото-

рая вводит протоны в созревающую фагосому, 

уменьшая рН до 5. В итоге фагосома сливает-

ся с лизосомальным компартментом и приоб-

ретает на своей поверхности катепсины и ги-

дролазы, а вакуолярная АТФаза уменьшает рН 

до 4,5 [30, 44]. Сайленсинг хозяйских генов, 

кодирующих регуляторы мембранного транс-

порта RAB5 и RAB7, мешает транслокации 

эффекторных протеинов патогена. Этот факт 

указывает на то, что эффекторы не транслоци-

руются до тех пор, пока бактерия не окажется 

в позднем эндоцитозном компартменте клет-

ки хозяина [69]. Также на ранних стадиях ин-

фекции паразитофорная вакуоль декорируется 

хозяйским маркером RAB1, малой ГТФ азой, 

вовлеченной в антероградный транспорт, ко-

торый функционирует на поверхности аппара-

та Гольджи [17].

В ответ на закисление паразитофорной ва-

куоли C. burnetii становится метаболически ак-

тивной, что приводит к синтезу бактериальных 

протеинов, необходимых для созревания вакуо-

ли. Биогенез паразитофорной вакуоли вклю-

чает слияние вакуоли с пузырьками, имеющи-

ми эндоцитозное, аутофагическое и связанное 

с сек реторными путями происхождение, через 

процессы, контролируемые множественными 

факторами клетки хозяина, включая RAB-

ГТФазы и растворимые SNARE-белки [48, 60].

Созревание коксиелла-содержащих вакуо-

лей в основном следует по каноническому эн-

досомальному пути, но есть многочисленные 

различия, которые основаны на бактериаль-

ных протеинах. После интернализации бак-

терии коксиелла-содержащая вакуоль по раз-

мерам сходна с нарождающейся фагосомой 

и последовательно приобретает RAB5 и RAB7, 

что показывает, что она проходит через ти-

пичный эндосомальный каскад, описанный 

ранее. Тем не менее, созревание паразито-

форной вакуоли включает увеличение это-

го компартмента в размерах, когда он почти 

полностью занимает хозяйскую цитоплазму, 

что значительно отличается от не изменяю-

щейся в размерах созревающей фаголизосомы. 

Сов местное функциональное ингибирование 

RAB5 и RAB7 через доминантный негативный 

мутагенез нарушает экспансию коксиелла-со-

держащей вакуоли, в то время как ингибиро-

вание только RAB5 (но не только RAB7) бло-

кирует интернализацию коксиелл [77]. Более 

того, формирование крупной коксиелла-со-

держащей (паразитофорной) вакуоли зависит 

от активного синтеза коксиеллой протеинов, 

возможно, из-за требований к синтезу и после-

дующей секреции эффекторов между мембра-

ной паразитофорной вакуоли и цитоплазмой 

клетки хозяина. Однако в отсутствие синтеза 

протеинов малая коксиелла-содержащая ваку-

оль продолжает приобретать маркеры LAMP 

и закисляться. Это позволяет предположить, 
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что приобретение LAMP и закисление являют-

ся пассивными процессами, сходными с нор-

мальным процессом созревания фагосомы.

Большинство внутриклеточных патогенов 

нарушают эндосомальный каскад и блокиру-

ют созревания фагосомы на ранней стадии, 

избегая слияния с лизосомами. Но в случае 

C. burnetii, лизосомальные энзимы, включая 

катепсин D и кислую лизосомальную фосфа-

тазу, аккумулируются в коксиелла-содержа-

щей вакуоли, хотя и с задержкой на 2 ч после 

инфекции (по сравнению с 15 мин после их 

интернализации для фагосомы, содержащей 

инертные частицы). Полагают, что эта задерж-

ка вызвана взаимодействием коксиелла-содер-

жащей вакуоли с компонентами пути аутофа-

гии [77]. По-видимому, секреторная система 

IV типа коксиеллы в данный процесс не во-

влечена, поскольку транслокации эффекто-

ров не происходит по крайней мере в течение 

8 ч после инфекции. Это позволяет предпо-

ложить, что бактериальные протеины, кото-

рые взаимодействуют с путем аутофагии, еще 

предстоит определить [19]. Однако существует 

точка зрения, что транслокация секреторных 

субстратов происходит только после закисле-

ния коксиелла-содержащей вакуоли [69]. Ауто-

фагия осложняется хозяйским влиянием через 

врожденный и приобретенный иммунитеты 

к внутриклеточным патогенам, и, уже спустя 

5 мин после интернализации, коксиелла-со-

держащая вакуоль декорируется маркером 

аутофагии — микротрубочко-ассоциирован-

ным протеином легкой цепи 3 (LC3) [77]. Роль 

аутофагии в патогенезе C. burnetii остается не-

ясной: недавние исследования не показали, 

что аутофагия является важной для роста кок-

сиелл. Одним из потенциальных преимуществ 

аутофагического взаимодействия может быть 

то, что аутофагические полости часто заполне-

ны питательными веществами и мембранами 

из их деградировавших грузов, и эти компо-

ненты могут служить «топливом» для конвер-

сии из малой клеточной формы в большую [34, 

77]. Установлено, что связанные с аутофаги-

ческим путем белки LC3 и p62 локализуются 

в фаголизосомах, содержащих коксиеллы ди-

кого типа, но не мутанты по генам секретор-

ной системы IV типа [107]. Известен белок 

Cig2, который нарушает аутофагические пути, 

необходим для обеспечения слияния коксиел-

ла-содержащей вакуоли с аутофагосомами 

в течение инфекции и связан с процессами, 

которые поддерживают фузогенные свойства 

этой специфической органеллы; мутанты 

по гену, кодирующему данный белок, пред-

ставлены мультивакуолярным фенотипом [68].

Конверсия в большую клеточную форму 

происходит одновременно с блокадой эндосо-

мального созревания коксиелла-содержащей 

вакуоли; процент большой клеточной формы 

(как пропорция общего числа большой и малой 

клеточной форм) спустя 1 ч после инфекции 

составляет 80%, а спустя 16 ч коксиелла-со-

держащая вакуоль содержит только большую 

клеточную форму [21, 38]. Значительное чис-

ло эффекторов секреторной системы IV типа 

необходимо для биогенеза коксиелла-содер-

жащей вакуоли. Так, было показано, что ло-

кализованный в ней эффекторный протеин 

CvpA обеспечивает внутриклеточный рост 

коксиеллы и экспансию паразитофорной ва-

куоли [48]. CvpA участвует в биогенезе кокси-

елла-содержащей вакуоли за счет механизма, 

включающего клатрин-опосредованный вези-

кулярный траффик [40]. Секреторные белки 

CvpB, CvpC, CvpD и CvpE метят везикулярные 

компоненты на начальных стадиях созревания 

паразитофорной вакуоли [48]. Эти белки при 

эктопической экспрессии эукариотическими 

клетками маркируют компоненты поздней 

эндосомальной системы, а CvpC также метит 

рециклизующиеся эндосомы. CvpA содержит 

множественные дилейциновые и тирозиновые 

мотивы, связанные с эндоцитозным сортин-

гом, подобные тем, что распознаются адап-

терными клатриновыми белками (AP1-AP3 

и тяжелой цепью клатрина). Репликация бак-

терий, мутантных по этим генам, значительно 

нарушена; также у них нарушено формирова-

ние крупной паразитофорной вакуоли [48].

Между 8 ч и двумя днями после инфекции 

коксиелла-содержащая вакуоль значительно 

увеличивается в размере и может занимать 

практически весь объем хозяйской клетки 

[76]. Крупная коксиелла-содержащая вакуоль 

формируется как результат гомотипического 

слия ния многочисленных малых вакуолей, 

и это может продолжаться как гетеротипичес-

кое слияние с аутофагическими, эндоцитоз-

ными и лизосомальными пузырьками [40]. 

Поддержание крупной коксиелла-содержащей 

вакуоли не только требует продукции протеи-

нов бактерией, но также зависит от актинового 

цитоскелета; так, обработка инфицированных 

клеток актин-деполимеризующими агентами 

приводит к формированию только малень-

ких вакуолей [1]. Кроме того, инфицирование 

C. burnetii активирует ряд хозяйских белков 

из семейства киназ — протеинкиназу С, про-

теинкиназу А и киназу легкой цепи миозина, 

которые требуются для формирования и под-

держания крупной коксиелла-содержащей ва-

куоли [43]. Более того, на этой стадии инфек-
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ционного процесса вакуоль взаимодействует 

с ранними секреторными путями (что под-

тверждается аккумуляцией RAB18 на ее мем-

бране), которые необходимы для формирова-

ния крупной коксиелла-содержащей вакуоли 

[17]. Взаимодействие с эндоплазматическим 

ретикулумом через ранние секреторные пути 

может обеспечивать источник липидов для 

формирования крупной вакуоли. Эти взаи-

модействия, по-видимому, организованы эф-

фекторами C. burnetii, поскольку продукция 

бактериальных протеинов требуется для фор-

мирования крупной коксиелла-содержащей 

вакуоли; однако идентичность и специфичес-

кие функции этих возможных эффекторов 

только еще предстоит установить [17]. Инте-

ресно, что мембрана коксиелла-содержащей 

вакуоли содержит сравнимые с плазматичес-

кой мембраной количества холестерола, что 

в два раза больше, чем в нормальном лизосо-

мальном компартменте [39]. Более того, гены 

хозяина, вовлеченные в синтез холестерола, 

усиленно экспрессируются на фоне инфек-

ции C. burnetii, и ингибирование метаболизма 

холестерола негативно влияет на формиро-

вание вакуоли. Это позволяет предположить, 

что коксиелла напрямую влия ет на метабо-

лизм холестерола, вероятно, через взаимодей-

ствие с эндоплазматическим ретикулумом [29, 

39, 41]. Хотя эти события достаточно хорошо 

охарактеризованы, факторы вирулентности 

C. burnetii, которые напрямую влияют на фор-

мирование коксиелла-содержащей вакуоли, 

еще предстоит идентифицировать.

Зрелая коксиелла-содержащая вакуоль

Примерно через 6 ч после инфекции кокси-

елла-содержащая вакуоль заполнена больши-

ми клеточными формами бактерии, которые 

начинают дифференцироваться обратно в ма-

лую клеточную форму [21]. Зрелая вакуоль об-

ладает в основном теми же характеристиками, 

что и зарождающаяся: рН остается низким (рН 

в значениях примерно 4,5–5, такая же рН у фа-

голизосом неинфицированных клеток) и ва-

куоль содержит те же маркеры, а также облада-

ет фузогенными свойствами, которые влияют 

на синтез протеинов C. burnetii [40]. Что удиви-

тельно: жизнеспособность хозяйской клетки 

не зависит от значительного увеличения ва-

куоли, которая занимает большую часть цито-

плазмы и объем которой значительно больше 

необходимого для C. burnetii [101]. Кроме того, 

время генерации и геномная стабильность хо-

зяйской клетки остаются без изменений [5]. 

Коксиелла продлевает жизнеспособность хо-

зяйской клетки двумя способами: она актив-

но ингибирует апоптотический сигнальный 

каскад и индуцирует способствующие выжи-

ванию факторы. Например, C. burnetii блоки-

рует апоптоз, индуцированный обработкой 

культуры клеток млекопитающих проапопто-

тическим веществом стау роспорином, и этот 

ингибирующий эффект зависит от продукции 

бактерией протеи нов [101]. Антиапоптотичес-

кое действие может быть результатом взаимо-

действия между бек лином 1 (BECN1) и регу-

лятором апоптоза BCL2. Беклин 1 являет ся 

белком инициации аутофагии, который вза-

имодействует с антиапоптотическим проте-

ином BCL2, причем оба находятся в коксиел-

ла-содержащей вакуоли. Взаимодействие 

с бек лином 1 останавливает высвобождение 

цитохрома с из митохондрий и, таким обра-

зом, ведет к ингибированию апоптоза, что 

является феноменом, ассоциированным с ин-

фекцией C. burnetii и функциями BCL2 [51, 94]. 

Второй тип антиапоптотичес кой деятельнос-

ти, инициализируемой после инфицирова-

ния C. burnetii, — это поддерживаемая акти-

вация необходимых для выживания клетки 

сигнальных протеинов киназного каскада 

ERK1 (также известного как MAPK3), ERK2 

(также известного как MAPK1) и семейства 

AKT [103]. Было обнаружено три секретируе-

мых коксиеллой эффектора — CBU_0388, 

CBU_1676 и CBU_0885, которые модулируют 

МАР-киназные пути в клетке хозяина, однако 

точная их функция остается неизвестной [50].

Выживание инфицированных клеток яв-

ляется важным для поддержания хроничес-

кой коксиеллезной инфекции. Это позволяет 

предположить, что в течение цитокинеза хо-

зяйской клетки крупная коксиелла-содер-

жащая вакуоль сегрегируется только у одной 

дочерней клетки, другая же остается не инфи-

цированной [75]. Способность предупреждать 

развитие апоптоза и стимулировать необхо-

димые для выживания пути может полезным 

и для персистирующей инфекции, так как эта 

активность поддерживает хозяйскую клетку 

в таком состоянии, чтобы могла продолжать-

ся репликация бактерии. В течение острой 

инфекции инфицирующая доза может быть 

очень низкой (1–10 бактериальных клеток). 

Это позволяет предположить, что существуют 

другие механизмы для поддержания распро-

странения реплицирующихся бактерий для 

поражения другие чувствительных клеток [90]. 

Последние исследования показали, что кок-

сиелла также способна индуцировать апоптоз 

через высвобождение цитохрома с посред-

ством механизма, который зависит от синте-



13

2016, Т. 6, № 1 Молекулярные основы патогенности C. burnetii

за бактериальных протеинов [112]. Более того, 

предупреждение апоптоза, по-видимому, ис-

пользуется коксиеллой, чтобы вызвать пер-

систирующую инфекцию, в то время как 

индукция апоптоза — чтобы осуществить 

распространение инфекции на близлежащие 

чувствительные клетки. Эта стратегия также 

применяется другими патогенами: например, 

M. tuberculosis ингибирует апоптоз на ранних 

стадиях инфекции, но индуцирует клеточную 

гибель на поздних стадиях инфекции.

Секреторная система IV типа 
(Dot/Icm секреторная система)

Секвенирование генома C. burnetii выяви-

ло присутсвие генов трех секреторных систем: 

секреторной системы I типа, родственному 

секреторной системе II типа комплекса био-

генеза пилей и родственной конъюгационному 

комплексу секреторной системы IV типа [9, 72, 

82]. В настоящее время мало известно о роли 

секреторных систем I и II типа в патогенезе 

коксиеллезной инфекции. Биоинформацион-

ный анализ генома коксиеллы выявил кано-

нические компоненты секреторной системы 

I типа, доставляющей протеины напрямую 

из бактериальной цитоплазмы в окружение 

микроорганизма, в присутствие гомолога tolC 

(CBU_0056) [9]. Типичные составляющие сек-

реторной системы II типа у коксиеллы отсут-

ствуют, но организм кодирует некоторые гены, 

вовлеченные в сборку пилей IV типа, являю-

щихся частью этой системы [72]. Доступность 

Legionella pneumophila в качестве суррогатного 

хозяина для экспрессии возможных эффекто-

ров секреторной системы IV типа, обеспечило 

значительные успехи в исследовании этой сек-

реторной системы.

Транспортная система IV типа коксиел-

лы гомологична связанной с вирулентностью 

транспортной (секреторной) системой IV типа 

L. pneumophila, кодирующей дефектные в тра-

фике органелл (dot) и связанные с внутри-

клеточной репликацией (icm) гены, поэтому 

она также носит название Dot/Icm-системы. 

Секреторная система IV типа транслоцирует 

эффекторные субстраты из бактериального 

цитозоля напрямую в цитозоль эукариот-

ной клетки хозяина и является тесно вовле-

ченной в патогенез многих бактерий [10, 19]. 

Многокомпонентный белковый комплекс 

может быть подразделен на многие субструк-

туры, включая пили, коровый транспорт-

ный комплекс и связывающий протеиновый 

комплекс IV типа [111]. Секреторная систе-

ма IV типа представлена двумя подтипами 

(А и B) на основе гомологии с Agrobacterium 

tumefaciens и L. pneumophila соответственно 

[2]. Секреторная система типа IVВ, также из-

вестная как Dot/Icm-система, имеет сходство 

с конъюгационным комплексом, кодируемым 

плазмидами IncI. Исследования L. pneumophila 

выявили некоторые коровые комплексы, ко-

торые определяют топологию Dot/Icm-ап-

парата, такого, как подкомплекс, состоящий 

из DotC, DotD, DotF (также известный как 

IcmG), DotG (также известный как IcmE) 

и DotH (также известный как IcmK), которые 

соединяют внутреннюю и внешнюю бактери-

альную мембраны и функционально являют-

ся коровым транспортным комплексом [98]. 

Второй подкомплекс включает в себя связы-

вающий протеин DotL (также известный как 

IcmO; захватывает IcmSW-зависимые субстра-

ты в секреторный аппарат) и DotM (также из-

вестный как IcmP), IcmS и IcmW [99]. Штамм 

C. burnetii Nine Mile I кодирует гомологи 24 

из 27 протеинов Dot/Icm-системы, найденных 

у L. pneumophila, и эта высокая степень сход-

ства между двумя системами позволяет пред-

положить, что они структурно похожи [81]. 

В геноме коксиеллы отсутствуют гены dotV 

(также известный как icmC), icmR и dotJ (так-

же известный как icmM ), но имеется дуплика-

ция гена dotI (также известного как icmL, что 

приводит к появлению генов icmL1 и icmL2). 

Сходство dotJ и dotI позволяет предположить, 

что эта дупликация dotI может заменить от-

сутствие dotJ, функционального гомолога icmR 

[67]. Существует консервативность между дву-

мя этими секреторными системами IV типа: 

dotB, icmS, icmT и icmW C. burnetii могут быть 

комплементарными для внутриклеточно-

го роста дефектных по этим генам штаммов 

L. pneumophila, у которых эти гены мутирова-

ли [108]. Это было первое доказательство того, 

что коксиелла кодирует функциональную 

Dot/Icm-систему, и оно привело к использо-

ванию L. pneumophila в качестве суррогатного 

хозяина с целью идентификации и характе-

ристики эффекторных протеинов коксиеллы 

[20]. Транскрипционный анализ с использо-

ванием этой системы продемонстрировал, что 

некоторые гены dot/icm у коксиеллы активно 

транскрибируются на ранних стадиях после 

инфекции [66], и, подобно L. pneumophila, Dot/

Icm-система локализуется в районе клеточных 

полюсов C. burnetii в ходе инфекции [65]. Ис-

пользуя транспозонных и сайт-специфичных 

мутантов, исследователи подтвердили зависи-

мость C. burnetii от Dot/Icm-системы в процес-

се выживания внутри клетки хозяина [10, 19]. 
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Штаммы коксиелл, содержащие транспозон 

Himar1 в последовательностях генов icmL или 

icmD или делеции генов dotA или dotB, не спо-

собны секретировать эффекторы и приобрета-

ют различные дефекты при внутриклеточном 

росте [10, 12, 19].

Использование транспозонного мутагенеза 

позволило выявить, что ключевыми для реп-

ликации C. burnetii в клетках хозяина являются 

гены icmD, dotA и icmL1 [19]. У этих мутантов, 

а также у мутантов по гену dotB, была сохране-

на способность проникать в клетку хозяина, 

но нарушена способность формировать круп-

ную паразитофорную вакуоль и реплициро-

ваться внутри нее [12]. Значительный интерес 

также представляет ген icmS: его продукт — 

шаперонин, который опосредует секрецию 

целого подкласса бактериальных эффекторов 

[113]. Мутанты по этому гену представлены 

мультивакуолярным фенотипом, что позво-

ляет предположить, что IcmS вовлечен в сек-

рецию эффекторов, опосредующих события 

слияния мембран, необходимых для биогене-

за коксиелла-содержащей вакуоли; субстраты 

IcmS пока остаются не известными [57].

Идентификация и характеристика 
субстратов Dot/Icm-системы

Изначально эффекторы C. burnetii иссле-

довались с использованием легионеллы как 

суррогатного хозяина [71, 102]. Проведенные 

недавно генетические и биоинформатичес-

кие скрининги идентифицировали 60 суб-

стратов Dot/Icm-системы у коксиеллы, и еще 

более 60 предполагаемых субстратов недав-

но было добавлено в этот список [49, 55, 105, 

106]. Функции большинства из этих почти 

130 субстратов Dot/Icm-системы остаются не-

установленными. Большая часть кодирующих 

генов (23 из 60 генов охарактеризованных суб-

стратов) имеют GC-состав, значительно от-

личающийся от среднего GC-состава генома 

коксиеллы [20]. Облигатная внутриклеточная 

природа коксиеллы и присутствие похожих 

на эукарио тические доменов (суперспираль-

ные домены и лейцин-богатые повторы, слу-

жащие для распознавания лигандов, а также 

трансмембранные домены, связанные с при-

креплением к мембране) во многих субстратах 

позволяют предположить, что гены, кодиру-

ющие эти субстраты, были приобретены пу-

тем междоменного горизонтального переноса 

генов от эукариотного источника [23]. Более 

того, как и у легионеллы, многие субстраты 

секреторной системы IV типа коксиеллы со-

держат карбокситерминальный мотив или 

распознаются последовательностями, необхо-

димыми для транслокации [20, 102, 105].

Вслед за транслокацией в клетку хозяина, 

многие эффекторные протеины метят специ-

фические клеточные компартменты или деко-

рируют мембрану паразитофорной вакуо ли, 

где они взаимодействуют с хозяйскими протеи-

нами [20, 52, 105]. Мутанты по части трансло-

цируемых эффекторов проявляют сниженную 

способность при репликации внутри клетки 

хозяина [106].

Бактериальные патогены используют сек-

реторную систему IV типа в процессе реали-

зации вирулентности, чтобы контролировать 

активность различных эффекторных протеи-

нов с целью обеспечения правильной прогрес-

сии инфекции. Например, у L. pneumophila эф-

фекторный протеин LubX действует как лигаза 

убиквитина Е3, который метит эффектор SidH 

для деградации в течение нескольких часов 

пос ле инфекции, представляя механизм вре-

менного контроля [46]. Эффекторные функции 

у коксиеллы, по-видимому, контролируются 

сходными временными механизмами, вклю-

чая транскрипционный контроль, эффектив-

ность транслокации и стабильность протеинов 

в клетке хозяина. Эта гипотеза подтверждает-

ся недавними наблюдениями, что эффекторы 

Dot/Icm-системы у коксиеллы не транслоци-

руются в течение 8 ч после инфекции и также 

требуют закисления коксиелла-содержащих 

вакуолей для транслокации [19, 69]. Хотя эти 

экспрессионные паттерны связаны со способ-

ностью dot/icm-мутантов к пассивному трафи-

ку через эндоцитозный путь, это не объясняет 

того, как C. burnetii способна влиять на процесс 

аутофагии сразу после попадания в клетку хо-

зяина [10, 19]. Таким образом, возможно, что 

независимые от секреторной системы IV типа 

эффекторы, воздействуя на процессы аутофа-

гии, задерживают слияние коксиелла-содер-

жащей вауоли с лизосомой.

Обнаружен специфический фактор виру-

лентности, представленный белком Mip (уси-

литель инфекционности для макрофагов). 

Это секретируемый иммунофилин, вовле-

ченный в выживание патогена внутри клет-

ки хозяина. Mip принадлежит к семейству 

пептидилпролил-цис-транс-изомераз и участ-

вует в реализации вирулентности у ряда других 

микроорганизмов [64, 92]. Кроме того, обна-

ружено еще три белка, поддерживающих ин-

фекционный потенциал коксиелл (СBU_0085, 

CBU_0318 и CBU_1138) [86].

В геноме коксиеллы обнаружены гены, ко-

дирующие четыре двукомпонентные системы: 
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PhoB-PhoR, GacA-GacS, PmrA-PmrB и RstB-

подобную систему [12]. Мутации в ряде этих 

систем приводят к формированию клеточных 

фенотипов патогена, у которых нарушена ре-

пликация внутри клетки хозяина, как, на-

пример, в случае встраивания транспозона 

в CBU_2006, часть RstB-подобной системы [57].

Другой механизм контроля реализуется 

на транскрипционном уровне двухкомпо-

нентной регуляторной системой PmrAB, кото-

рая, как было показано, напрямую регулиру-

ет систему секреции Dot/Icm у L. pneumophila 

и C. burnetii [113]. У других патогенных бакте-

рий, таких как Pseudomonas aeruginosa, система 

PmrAB регулирует гены вирулентности в ответ 

на низкие уровни магния, высокие уровни же-

леза и низкий рН [61]. Биоинформа ционный 

анализ выявил, что гены, кодирующие пять 

структурных протеинов Dot/Icm (dotP (также 

известный как icmD), icmQ, icmV, icmW и dotD) 

содержат PmrA-связывающие последователь-

ности, расположенные правее –10 региона их 

промоторов. Более того, 20 возможных PmrA-

регулируемых генов коксиеллы, как было 

показано, являются субстратами Dot/Icm-

системы, которая может представлять глобаль-

ный регулятор вирулентности C. burnetii [20, 71, 

113]. Биоинформационный анализ также пред-

полагает, что существуют другие неизвестные 

механизмы для регуляции не регулируемых 

PmrA эффекторов, поскольку многие вновь 

идентифицированные эффекторы не содер-

жат PmrA-связывающих последовательностей, 

но продолжают секретироваться. Наличие ре-

агирующих на PmrA генов без специфичных 

к нему регуляторных элементов позволяет вы-

сказать предположение, что двухкомпонент-

ная система PmrAB контролирует экспрес-

сию регуляторных систем, ассоциированных 

с продукцией коксиеллой дополнительных 

белков, вовлеченных в паразитизм [11]. Обна-

ружена сниженная способность к реп ликации 

у транспозонных мутантов коксиеллы по ге-

нам, кодирующим CBU_1761 (возможная сен-

сорная гистидинкиназа с неизвестным родст-

вом к регуляторам) и VacB (экзорибонук леаза 

РНаза R). По-видимому, VacB опосредует регу-

ляторный контроль за счет способности про-

цессировать мРНК. Это позволяет предполо-

жить, что, в дополнение к PmrAB, необходимы 

транскрибирующиеся гены для работы регуло-

на Dot/Icm-системы [68].

Хотя L. pneumophila и C. burnetii филогене-

тически родственны, всего десять из иденти-

фицированных субстратов Dot/Icm коксиел-

лы имеют значительное сходство с почти 300 

субстратами секреторной системы IV типа 

легионеллы. Это неудивительно, принимая 

во внимание то, что легионелла и коксиелла 

реплицируются в разных вакуолярных ком-

партментах при совместной и при раздельной 

инфекции [49]. Возможно Dot/Icm-эффекторы 

легионеллы и коксиеллы выполняют специфи-

ческие функции, создавая отдельное, окруже-

ние для каждой бактерии, обеспечивающее 

возможность репликации.

Пластичность и избыточность 
субстратов Dot/Icm у различных 
патотипов C. burnetii

Эффекторы Dot/Icm проявляют порази-

тельную гетерогенность у полностью отсек-

венированных изолятов C. burnetii, принадле-

жащих к различным патотипам [19]. Всего 19 

из идентифицированных в настоящее время 

эффекторов являются полностью консерва-

тивными у «острых» и «хронических» изоля-

тов. Тот факт, что эти эффекторы поддержи-

ваются у всех изолятов коксиелл, позволяет 

предположить, что они играют важную роль 

для выживания внутри клетки хозяина. Плас-

тичность остальных эффекторов может быть 

опосредована частично экстенсивной реком-

бинацией между имеющимися в изобилии ин-

серционными последовательностями, обнару-

женными в геноме C. burnetii [9]. У изолятов, 

вызывающих хроническое или бессимптом-

ное заболевание, большинство гомологов эф-

фекторов штамма C. burnetii Nine Mile I пред-

ставлены либо в усеченном виде, либо в виде 

псевдогенов. Это позволяет предположить, 

что усеченные гомологи нефункциональны. 

Гипотеза поддерживается наблюдением, что 

эктопическая экспрессия CBU_1532 (присут-

ствующиего у штамма Nine Mile I) приводит 

к округлению клетки хозяина, в то время как 

альтернативный старт гомолога CBU_D0454 

(у штамма Dugway) не приводит к образова-

нию данного фенотипа [19]. Предполагается, 

что некоторые группоспецифичные эффек-

торы Dot/Icm принимают участие в патотип-

специфичной вирулентности, что также яв-

ляется гипотезой, которая в настоящее время 

проверяется методами сайт-специфичного му-

тагенеза [12, 70].

Разные изоляты C. burnetii связаны с не-

которыми уникальными характеристиками 

вызываемого ими заболевания, характеризу-

ющимися определенными патологическими 

свойствами. Например, штамм Dugway, вы-

деленный от грызунов, авирулентен по срав-

нению с референсным штаммом Nine Mile I, 
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выделенным из клещей, а штаммы Graves 

и Kearns проявляют инфекционные свойства, 

выражающиеся в меньшей степени воспа-

ления и диссеминации [79]. Сравнение этих 

изолятов выявило множество эффекторов, 

которые интактны у одних изолятов, но нару-

шены у других. Это может быть связано с тем, 

что различные эффекторы могут быть причи-

ной разных вариантов ответа клетки хозяи на 

и, следовательно, разных характеристик за-

болевания [9, 104]. Исследование вышеназ-

ванных четырех изолятов показало, что среди 

всех эффекторных белков лишь 12 полностью 

консервативны, среди остальных же зачастую 

у некоторых штаммов обнаруживаются встав-

ки, ведущие к образованию псевдогенов [106]. 

Исследование региона cirA-cirE показало, что 

лишь четыре из пяти субстратов полностью 

консервативны (cirA-cirD), но значительная 

гетерогенность представлена в последователь-

ности cirE. У ряда изолятов наблюдаются сдви-

ги рамки считывания, что может быть важно 

для решения вопроса о том, секретируется ли 

данный субстрат у этих изолятов [20].

Большое семейство белков, содержащих 

анкириновые повторы (Ank-белки) — одно 

из первых обнаруженных у коксиеллы эффек-

торов транспортной системы IV типа, показав-

ших значительное разнообразие у изолятов, 

относящихся к разным патотипам. Например, 

у штамма Nine Mile I обнаружено всего четыре 

интактных Ank-белка, а у штамма Dugway — 

11. Эти исследования свидетельствуют о на-

личии изолят-специфических эффекторов 

в дополнение к эффекторам, консервативным 

у всех изолятов [104]. Был также идентифици-

рован патотип-специфичный субстрат, связы-

вающийся с тиоредоксином, — ElpA, который 

содержит специфический для эндоплазмати-

ческого ретикулума (ЭР) мотив, транспорти-

руется в хозяйский ЭР и нарушает секретор-

ный транспорт. Этот белок был обнаружен 

у всех изолятов C. burnetii, кроме штамма Nine 

Mile I, вызывающего острую Ку-лихорадку, что 

поз воляет предположить, что данный штамм 

адаптирован выживать в отсутствие этого 

эффектора, возможно, за счет использова-

ния протеинов со сходными функциями [33]. 

Nine Mile I кодирует два других субстрата Dot/

Icm-системы, CBU_0372 и CBU_1576, локали-

зующихся в ЭР, однако эти эффекторы не на-

рушают секреторный транспорт [106]. Только 

Nine Mile I и Dugway содержат эти белки, в то 

время как остальные изоляты — ElpA. Таким 

образом, Dugway кодирует все три белка, и это 

позволяет предположить, что данный пато-

тип может кодировать множество субстратов 

Dot/Icm-системы со сходными функциями. 

Хотя белки CBU_0019, CBU_0635, CBU_1556 

и CBU_1825 не транспортируются в ЭР, эти 

эффекторы негативно влияют на секреторный 

транспорт клетки хозяина. Наличие несколь-

ких эффекторов, связывающихся с ЭР или 

нарушающих секреторный транспорт, свиде-

тельствует о важности взаимодействия с дан-

ной органеллой в процессе инфекции [33].

При анализе кодируемых плазмидными ге-

нами эффекторов Dot/Icm-системы, были об-

наружены белки CpeG-CpeL [58, 105]. Из них 

четыре (CpeI-CpeL) кодируются плазмидой 

QpDG, которая обнаруживается у аттенуиро-

ванных изолятов C. burnetii, например, штамма 

Dugway; у изолятов с плазмидой QpH1 гены, 

кодирующие эти белки, отсутствуют [58]. CpeL 

локализуется вокруг коксиелла-содержащей 

вакуоли вместе с убиквитиновыми белками та-

ким же образом, что и специфичный для плаз-

миды QpH1 белок CpeC [105]. Это позволяет 

предположить, что штамм Dugway кодирует 

белок, который может регулировать модифи-

кацию хозяйских и бактериальных белков по-

средстом убиквитинирования. По-видимому, 

существуют специфические эффекторы, ко-

торые могут влиять на патогенный потенциал 

возбудителя; у штаммов, не имеющих данных 

эффекторов, вирулентность значительно по-

вышена.

Стоит отметить, что не только разные эф-

фекторы секреторной системы IV типа пред-

ставлены у штаммов коксиеллы различного 

патотипа. Есть определенные различия в сек-

ретируемых с помощью Sec-системы суб-

стратах. Так, гены, кодирующие CBU_0400 

и CBU_0562a, отсутствуют у штаммов Q154 

и Q212, а у четырех генов обнаружены укороче-

ния: CBU_0110 и CBU_1822 у Q212, CBU_1429a 

у Q212 и Q154 и CBU_1822 (SodH) у штамма 

Dugway [87]. Белки, транспортируемые с по-

мощью Sec-системы, являются важными для 

модификации хозяйской клетки и репликации 

патогена.

По сравнению с другими секреторными си-

стемами, Dot/Icm-система L. pneumophila име-

ет значительно бóльшее число субстратов. Dot/

Icm-система способна транслоцировать почти 

10% протеома L. pneumophila (что соотносится 

с приблизительно 300 из 2943 открытых рамок 

считывания) [49]. Почему у данного патогена 

так много эффекторов? Результаты недавних 

исследований позволяют предположить, что 

по крайней мере 30% Dot/Icm-эффекторов 

L. pneumophila не вовлечены в прохождение 

инфекции в клетках млекопитающих, но тре-

буются для адаптации к широкому спектру 
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хозяев [42]. По-видимому, значительная часть 

протеома C. burnetii — на данный момент 

5,8% — служит субстратами секреторной сис-

темы IV типа [19, 20, 49, 71, 105]. C. burnetii спо-

собна колонизировать широкий спектр мле-

копитающих и членистоногих хозяев, и пул 

субстратов секреторной системы IV типа мо-

жет обеспечивать инфицирование различ-

ных животных. Кроме того, L. pneumophila 

кодирует некоторые множественные эффек-

торы, имеющие своей целью те же механиз-

мы клетки хозяина, которые способствуют 

выживанию внутриклеточных бактерий [47]. 

Это позволяет предположить, что коксиел-

ла использует сходную стратегию, поскольку 

были идентифицированы три эффектора, ин-

гибирующие апоптоз (AnkG, CaeA, CaeB) [45, 

52]. Установлено, что CaeB влияет на процесс 

апоптоза за счет индукции экспрессии белка 

Bax, а не каспазы-3 [14]. Также был обнаружен 

субстрат секреторной системы IV типа CBU_

A0020, колокализующийся после трансляции 

с митохондриальным маркером CoxIV; воз-

можно, этот протеин также связан с ингиби-

рованием апоптоза [106].

Различные цитозольные функции 
эффекторов Dot/Icm-системы

Большинство идентифицированных суб-

стратов Dot/Icm аннотировано как гипоте-

тические протеины со специфическими сиг-

нальными последовательностями на С-конце 

[49]. Однако многие кодируют один или более 

доменов, подобных эукариотическим, вовле-

ченных в белок-белковые взаимодействия, 

что говорит о функциональности белков. Эти 

домены включают анкириновые и тетратри-

копептидные повторы и суперспиральные 

домены [20, 102]. Другие субстраты имеют по-

добные эукариотическим домены, которые 

вовлечены в посттрансляционные модифика-

ции, такие как серин-треонин киназы, домены 

с F-боксом и Fic-домены [20, 105]. Эукариоти-

ческие белки, несущие эти мотивы, вовлечены 

в широкий спектр процессов у хозяина, вклю-

чая апоптоз, убиквитилирование, метаболизм 

липидов и трафик мембран, что позволяет 

предположить вовлеченность эффекторов кок-

сиеллы в модуляцию многих из этих клеточных 

процессов [7, 16, 24, 32, 84]. Например, эффек-

торы секреторной системы IV типа AnkG, CaeA 

и CaeB ингибируют апоптоз [45, 52]. Модуля-

ция апоптоза AnkG зависит от способности 

AnkG связывать хозяйский митохондриаль-

ный матричный протеин р32 (также известный 

как C1QBP). Механизм действия р32 в течение 

апоптоза еще не установлен, но полагают, что 

протеин регулирует открытие митохондри-

альной поры переходной проницаемости [52]. 

Установлено, что в процессе ингибирования 

апоптоза AnkG движется к ядру клетки хозя-

ина, что связано с его способностью связывать 

хозяйский белок р32. Это происходит толь-

ко в условиях апоптоза и клеточного стресса 

и, по-видимому, задействует специфический 

стрессовый сенсор клетки хозяина [28]. CaeB 

локализован на митохондриях и ингибирует 

пермеабилизацию митохондриальной мембра-

ны, стабилизируя потенциал мембраны, и та-

ким образом преду преждая высвобождение 

проапоптотических протеинов [45]. Эти два 

эффектора имеют своей целью одни и те же 

клеточные пути, хотя и через различные меха-

низмы. Хотя CaeA локализован в ядре, точный 

механизм ингибирования апоптоза этим бел-

ком еще не установлен [45].

Баланс про- и антиапоптотических мито-

хондриальных белков является критичным 

для апоптоза. Упомянутый выше белок BCL2 

обеспечивает выживание клетки за счет ин-

гибирования проапоптотических белков. 

Есть также группа белков, известных как про-

апоптотические BH3-протеины, включающие 

Bad, Bid и Bim, которые формируют димеры 

с BCL2 и ингибируют антиапоптотический 

эффект [95]. Было установлено, что фосфори-

лирование белка Bad значительно увеличива-

ется в процессе инфицирования C. burnetii [53]. 

Возможно, что патоген регулирует активность 

Bad для поддержания выживания клетки хозя-

ина. Эукариотические cAMP-зависимые про-

теинкиназы необходимы для опосредованного 

коксиеллой выживания клетки хозяина; пато-

ген также захватывает белок Bad в паразито-

форную вакуоль, где этот белок фосфорилиру-

ется и инактивируется [54].

Как обсуждалось выше, для C. burnetii 

ингибирование апоптоза необходимо для 

поддержания жизнедеятельности клетки 

хозяина, несмотря на то, что коксиелла-со-

держащая вакуоль занимает практически 

весь ее объем. Респираторные патогены, та-

кие как M. tuberculosis и L. pneumophila, проти-

востоят проапоптотичес кой активности по-

раженных макрофагов, манипулируя путями 

их выживания для успешной репликации. 

В отличие от них, коксиелла длительное вре-

мя способна реплицироваться в одной и той 

же клетке, причем период удвоения состав-

ляет около 12 ч [21]. Такой жизненный цикл 

требует длительной жизнеспособности клет-

ки хозяина, и C. burnetii обеспечивает ее зави-

симым от сек реторной системы IV типа спо-
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собом. Таким образом, коксиелла вовлекает 

механизмы для предотвращения ответа аль-

веолярных макрофагов на инфекцию, позво-

ляя наращивать бактериальную популяцию 

до гематогенного распространения по другим 

сайтам инфекции.

Функциональные исследования служат 

стартовой точкой для характеристики мно-

гих эффекторных функций C. burnetii, и экто-

пическая экспрессия эффекторных протеи-

нов в эукариотических клетках показала, что 

многие эффекторы имеют своей целью строго 

определенные органеллы хозяина [102, 105]. 

Например, по крайней мере три эффектора 

(CaeA, CBU1314 и CBU1976) ассоциированы 

с ядром клетки хозяина [20], и, вероятно, зави-

сят от наличия мотивов ядерной локализации. 

Поскольку было показано, что инфицирова-

ние коксиеллами влияет на транскрипцию 

генов хозяина [74], имеются основания пред-

положить, что эти возможные ядерные эффек-

торы вовлечены в процесс инфекции. Помимо 

этого, некоторые эффекторы, являющиеся ве-

зикулярными мембранными белками, имеют 

целью своей локализации коксиелла-содержа-

щую вакуоль и аутофагосому [102]. В настоя-

щее время исследователи идентифицировали 

семейство связанных с коксиелла-содержа-

щей вакуолью протеинов, некоторые из кото-

рых являются необходимыми для внутрикле-

точной репликации. Эти эффекторы могут 

служить для стабилизации коксиелла-содер-

жащей вакуоли или как точки докинга для 

сигнальных молекул, и, таким образом, они 

могут обеспечивать фузогенную активность 

коксиелла-содержащей вакуоли. Поскольку 

коксиелла влияет на фузогенные свойства кок-

сиелла-содержащей вакуоли, идентификация 

эффекторов, которые нарушают секреторные 

пути эукариотической клетки, является очень 

важной. C. burnetii активно модулирует пути 

везикулярного трафика захватом мембран для 

коксиелла-содержащей вакуоли. Это является 

свидетельством того, что ранние секреторные 

пути вовлечены в биогенез этой вакуоли [17]. 

Эффекторы Dot/Icm-системы, которые вклю-

чаются в секреторные пути хозяина, были 

идентифицированы у L. pneumophila с исполь-

зованием секретируемой эмбриональной ще-

лочной фосфатазы [56]. У коксиеллы был об-

наружен эффектор CBU_0635, нарушающий 

секреторные пути клеток млекопитающих 

с использованием этой же методики; он ло-

кализуется в связке с аппаратом Гольджи [19]. 

Дальнейший анализ необходим для установ-

ления точного механизма действия CBU_0635 

и его связи с вирулентностью коксиеллы.

Родственные убиквитину, содержащие 

F-бокс, белки представляют интересную 

группу эффекторов Dot/Icm-системы. Подоб-

но L. pneu mophila, C. burnetii кодирует паралоги 

содержа щих F-бокс белков; три из них явля-

ются эффекторами Dot/Icm-системы, а один 

(CpeC) ассоциирован с убиквитином [20, 105]. 

В эука риотической клетке эта группа белков 

может обеспечивать связанную с протеасома-

ми деградацию [73]. Например, у легионеллы 

содержащий F-бокс протеин AnkB метит вто-

ростепенные протеины хозяина (через убик-

витинилирование) для деградации протеасо-

мой 26S, обеспечивая источник аминокислот 

для роста бактерий [73]. Играют ли F-бокс 

протеины коксиеллы подобную роль — еще 

только предстоит установить.

Стратегии ухода от механизмов 
иммунного ответа

C. burnetii использует несколько страте-

гий ухода от иммунного ответа, которые свя-

заны со структурой ее липополисахаридов 

(ЛПС). Вирулентная фаза I коксиелл проду-

цирует ЛПС с полноразмерным О-антигеном 

[100]. Более того, структура этих так назы-

ваемых гладких ЛПС препятствует обнару-

жению бактерии паттернами распознавания 

Toll-подобного рецептора TLR2 [83], который 

распознает лиганды внутри ЛПС. Напротив, 

авирулентная фаза II C. burnetii продуцирует 

шероховатые ЛПС, у которых отсутствует тер-

минальный сахар О-антигена и которые легко 

детектируются TLR2; их распознавание инду-

цирует продукцию интерлейкина-12 (IL-12) 

и фактора некроза опухолей (TNF) и активи-

рует макрофаги для опосредованного бактери-

ального клиренса [110]. В противоположность 

этому, фаза I C. burnetii не индуцирует созрева-

ние первичных дендритных клеток и индуци-

рует продукцию относительно низких уровней 

IL-12 и TNF [83]. Это позволяет предположить, 

что ЛПС фазы I, содержащие полноразмерный 

О-антиген, защищают лиганды TLR2 на по-

верхности бактериальной клеточной стенки. 

Другие исследования показали, что ЛПС фаз I 

и II индуцируют продукцию TNF макрофа-

гами. Однако индукция этого процесса, по-

видимому, происходит из-за контаминирую-

щих лигандов TLR2, поскольку очищенные 

ЛПС (которые могут содержать контаминиру-

ющие лиганды TLR) индуцируют сигналинг 

TLR2. Очищенный хроматографией липид А 

(компонент ЛПС, распознаваемый TLR4) по-

добным свойством не обладает [27, 36, 110].
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Исследования показали, что ЛПС кокси-

елл являются примерно в тысячу раз менее 

токсичными, нежели ЛПС бактерий кишеч-

ной группы, например, E. сoli [3]. Далее было 

установлено, что коксиелла использует вто-

рую ЛПС-зависимую собственную стратегию 

ухода от иммунного ответа: чаще, чем агонист 

сигналлинга TLR4, липид А коксиеллы слу-

жит в качестве антагониста TLR4 [110]. Ли-

пид А C. burnetii (фазовых вариантов I и II) 

состоит из тетраациллированной структуры. 

Такая форма липида А связана с антагониз-

мом к TLR4-сигналлингу у некоторых дру-

гих бактериальных патогенов, в частности, 

у Yersinia pestis [89, 91]. Выяснение роли TLR4 

в патогенезе C. burnetii было осложнено тем, 

что рецепторы клеточной поверхности, по-

видимому, вовлечены в перестройку актино-

вых филаментов и фагоцитоз вирулентной 

фазы I [37]. Предполагается, что способность 

TLR4 различать липополисахариды фазы I и II 

не зависит от структуры липида А, но зависит 

от новых сигнальных механизмов, включа-

ющих опосредованный О-антигеном фаго-

цитоз (О-антиген отсутствует у ЛПС фазы II) 

[110]. Дальнейшие исследования требуются 

для того, чтобы объяснить полученные дан-

ные, в том числе, потому что транскрипцион-

ный профиль клетки хозяина, инфицирован-

ной коксиеллами фазы I или II, не выявляет 

экспрессии генов, необходимых для TLR4-

сигналлинга [13].

Способность C. burnetii избегать детекции 

рецепторами распознавания патогенов преду-

преждает активацию инфицированных мак-

рофагов и обеспечивает внутриклеточную 

нишу, поддерживающую репликацию пато-

гена. Большое число исследований показало, 

что активация инфицированных клеток IFNγ 

ингибирует репликацию коксиелл [26, 109], 

преж де всего за счет продукции активных 

форм кислорода (ROS) и активных форм азота 

(RNS) [15]. C. burnetii предотвращает продук-

цию ROS через секрецию кислой фосфатазы 

(CBU0335), механизм действия которой пока 

не установлен, но известно, что этот проте-

ин препятствует сборке NADPH-оксидазного 

комплекса, хотя этот механизм может быть не-

эффективен в защите от высоких уровней ROS, 

которые индуцируются IFNγ [35, 85]. Продук-

ция RNS требует синтеза de novo индуцибель-

ной NO-синтазы (iNOS), которая происходит 

пос ле индукции провоспалительными цито-

кинами, образующимися после стимуляции 

TLR [97]. В отличие от ЛПС E. coli, которые 

стимулируют макрофаги на синтез нитратов, 

экспозиция макрофагов с C. burnetii не приво-

дит к секреции нитратов, что неудивительно, 

учитывая, что C. burnetii поражает клетки без 

стимуляции TLR [13].

Гибель клетки хозяина часто индуцируется 

в процессе инфекции как механизм иммун-

ной защиты. Это служит двум целям: элими-

нирует инфицированные клетки и позволяет 

окружить дендритными клетками поражен-

ные апоптотические бляшки и произвести по-

следующую презентацию антигена через моле-

кулы главного комплекса гистосовместимости 

(MHC) I класса, которые индуцируют про-

тективный иммунитет к внутриклеточным 

патогенам [4]. Таким образом, способность 

C. burnetii ингибировать апоптоз представляет 

стратегию ухода от иммунного ответа. Ауто-

фагия является другим механизмом, использу-

емым системой врожденного иммунитета для 

устранения внутриклеточных патогенов. Од-

нако, как уже упоминалось, коксиелла актив-

но задействует компоненты аутофагии в фор-

мировании коксиелла-содержащей вакуоли, 

и индукция аутофагии на самом деле способ-

ствует внутриклеточной репликации патогена 

[96, 107].

Заключение

C. burnetii является широко распространен-

ной во внешней среде бактерией, имеет ши-

рокий круг хозяев и способна вызывать эпи-

демические вспышки благодаря аэрозольному 

пути заражения и чрезвычайной стабильности 

в условиях внешней среды. Понимание меха-

низмов патогенности этого микроорганизма 

является приоритетным направлением ис-

следований. Активация или подавление про-

цессов внутриклеточного трафика в ходе ин-

фекции позволяет C. burnetii адаптироваться 

к существованию в коксиелла-содержащей 

вакуоли с низким рН. Кроме того, C. burnetii 

ингибирует активацию макрофагов для того, 

чтобы избежать распознавания системой 

врожденного иммунитета.

Длительное время существовавшая идея, 

о том, что только ЛПС являются детерминан-

тами вирулентности, признана неверной, 

и в настоящее время значительное число ис-

следований посвящено важной роли функ-

циональной секреторной системы IV типа 

в обеспечении внутриклеточного роста. Сек-

реторная система IV типа коксиелл транс-

портирует более сотни известных субтратов, 

но какие из них являются необходимыми для 

внутриклеточной репликации еще только 

предстоит установить. Недавние исследования 

показали, что, по сравнению с L. pneumophila, 
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у C. burnetii есть некоторые особенные эффек-

торы, которые секретируются через транспорт-

ную систему IV типа, что демонстрирует неко-

торую избыточность этой системы у коксиеллы 

по сравнению с легионеллой. В настоящее вре-

мя разрабатывается высокопроизводительный 

скрининг случайных и целевых мутантных 

библиотек, который позволит идентифициро-

вать новые гены, важные для внутриклеточ-

ного роста этого патогена in vitro и in vivo. На-

конец, развитие методов сайт-специфического 

мутагенеза позволит установить роль предпо-

лагаемых путей и факторов в получении зна-

ний о молекулярном патогенезе Ку-лихорадки.
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