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ПРЕДИСЛОВИЕ

Благодаря научному и технологическому прогрессу в медицине, реализации 
фундаментально-прикладных исследований во фтизиатрии стала возможна 
ранняя диагностика туберкулёзной инфекции, созданы все условия для своев-
ременной терапии заболевания как уже известными, так и новыми противоту-
беркулёзными препаратами. Тем не менее, в последние годы в разных регионах 
мира, в том числе и в Российской Федерации, возрастает доля туберкулёза, вы-
зываемого штаммами возбудителя с множественной лекарственной устойчиво-
стью. Поэтому сегодня остро стоит вопрос о поиске новых стратегий повыше-
ния эффективности лечения таких больных. 

Важным дополнением к традиционной химиотерапии могут стать совре-
менные подходы, направленные на организм «хозяина» – самого пациента. 
В рамках этого направления осуществляется поиск новых прогностических 
биомаркеров и перспективных мишеней для фармакологического воздействия 
на клетки пациента, а также способов повышения биодоступности необхо-
димых лекарственных средств при туберкулёзе лёгких. В этой связи особое 
внимание привлекают белки множественной лекарственной устойчивости 
(белки МЛУ) и, в особенности, их представитель‒P-гликопротеин (P-gp). Эти 
белки относятся к семейству АТФ-связывающих белков-экспортеров, функ-
циональная активность которых препятствует накоплению в клетках лекар-
ственных препаратов. По данным ресурса Drugbank число веществ, с кото-
рыми взаимодействует только P-gp, уже достигает более 600 наименований. 
Его ингибирование приводит к значительному повышению эффективности 
противотуберкулёзных препаратов, что подтверждает актуальность создания 
и углублённого всестороннего  изучения этого нового научно-практическо-
го направления во фтизиатрии. Оно требует понимания разных аспектов, 
особенностей распределения и функциональной активности белков МЛУ в 
клетках-мишенях больного туберкулёзом и является важным шагом на пути 
к персонализированной медицине.

Цель данной монографии – обобщить и структурировать знания о белках 
МЛУ применительно к разным особенностям развития и лечения такого со-
циально значимого заболевания, как туберкулёз лёгких, победа над которым 
является одной из приоритетных задач современной медицины.

Уважаемые коллеги и друзья, хочу подчеркнуть, что инициатором и соз-
дателем этого направления в нашей стране является выдающийся ученый, 
член-корреспондент РАН, заслуженный деятель науки Владислав Всеволодо-
вич Ерохин. Он был у истоков развития современных фундаментальных на-
правлений во фтизиатрии, результаты которых успешно внедрялись в клиниче-
скую практику и способствовали своевременной диагностике и оптимизации 
лечения туберкулёза, что было его личным устремлением как фтизиоморфоло-
га, руководителя различных подразделений Центрального НИИ туберкулёза, а 
затем и директора этого многопрофильного института. 

Предисловие
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ГЛАВА 1
 

ЧТО МЫ ЗНАЕМ О БЕЛКАХ-ТРАНСПОРТЁРАХ,
ОПОСРЕДУЮЩИХ ЛЕКАРСТВЕННУЮ УСТОЙЧИВОСТЬ

1.1 История открытия белков МЛУ
и их структурные особенности

Изучение белков, относящихся к суперсемейству АТФ-связывающих 
транспортёров (AТР Binding Cassette, ABC-транспортёры) в настоящее время 
является одним из активно развивающихся научных направлений. Во многом 
это связано с открытием многочисленных белков (более 300) данного семей-
ства у представителей разных филогенетических групп. Реализация програм-
мы «Геном человека» позволила выявить не менее 50 генов, кодирующих 
белки этого семейства в организме человека. В настоящее время признано, 
что АТФ-связывающие белки-транспортёры составляют одно из крупнейших 
семейств мембранных белков и играют ключевую роль не только во многих 
физиологических процессах при различных патологиях, но и в развитии та-
кого феномена, как формирование «множественной лекарственной устойчи-
вости» (МЛУ) клеток человека.

Открытие белков этого суперсемейства началось в 70-х годах прошло-
го века с исследования импорта питательных веществ у бактерии Escherichia 
coli. Было показано, что транспорт субстратов происходит в результате ги-
дролиза АТФ (Berger and Heppel, 1974). Одновременно с открытием транс-
портёров у бактерий произошло другое открытие, которое стало прорывом 
в понимании механизмов, обеспечивающих выживаемость опухолевых кле-
ток человека – обнаружение и изучение первого АТФ-связывающего транс-
портёра в клетках млекопитающих. Это открытие произошло в результате 
культивирования клеток яичника китайского хомячка (CHO) в присутствии 
противоопухолевого препарата колхицина, который блокирует сборку мик-
ротрубочек. В результате такого культивирования клетки CHO приобрели рези-
стентность к колхицину, которая была связана с появлением на плазматической 
мембране белка с молекулярной массой 170 кДа, что привело к открытию P-gp 
(Juliano and Ling, 1976; Riordan and Ling, 1979). После расшифровки гена P-gp, 
получившего изначально название MDR1 (multidrug resistance 1), была обнару-
жена структурная гомология между P-gp и белком HlyB Eschericia coli, осущест-
вляющего транспорт гемолизина из бактериальной клетки, а также экспорт ток-
синов, антибиотиков и других соединений (Thanassi and Hultgren, 2000).

В конце 80-х годов ХХ века в целом ряде статей было признано наличие 
большого семейства транспортных белков, функционирующих за счёт энер-
гии АТФ (Chen et al., 1986; Gerlach et al., 1986; Gros et al., 1986). Сам термин 
АТФ-связывающие транспортёры (ABC-transporters) был введён в 1990 году 

Глава 1. Что мы знаем о белках-транспортёрах, опосредующих лекарственную устойчивость
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(Hyde et al., 1990). К этому времени уже стало очевидным, что такие транс-
портеры вовлечены в транспорт различных субстратов (от ионов до крупных 
белков), что приводит к их участию во многих биохимических и физиологи-
ческих процессах. 

Общим для белков данного семейства является присутствие трансмембран-
ных доменов (TMDs) и цитоплазматического домена, который входит в струк-
туру активного центра белка, в котором и происходит связывание молекулы 
АТФ и её гидролиз. Активный центр формируется двумя нуклеотид-связываю-
щими доменами (NBDs). В настоящее время все известные белки данного се-
мейства (импортёры и экспортёры) относятся к 8 подсемействам (Theodoulou 
and Kerr, 2015). При написании их названия используется аббревиатура АВС с 
указанием подсемейства (АВСА, АВСВ и т.д.).

Белки-транспортёры, ответственные за связывание с лекарственными пре-
паратами, относятся к подсемействам В (АВСВ), С (АВСС) и G (ABCG) и яв-
ляются белками-экспортёрами. В настоящее время эти семейства включают 29 
белков, три из них – P-gp (АВСВ1), MRP1 (ABCC1) и BCRP (ABСG2) играют 
значимую роль в формировании в клетках человека устойчивости сразу к ши-
рокому спектру лекарственных препаратов, получившую название примени-
тельно к опухолевым клеткам ‒ множественная лекарственная устойчивость. 
А сами белки-транспортёры P-gp, MRP1 и BCRP относят к основным белкам, 
формирующим МЛУ (далее белки МЛУ). 

Феномен МЛУ или кросс-резистентность для опухолевых клеток (линия 
СНО) впервые был описан в 1970 году (Biedler and Reihem, 1970). Первым 
из белков МЛУ был описан белок плазматической мембраны, получивший 
название Р-гликопротеин (P-gp). Авторы открытия Juliano и Ling дали белку 
название по заглавной букве от слова Permeability – проницаемость (Juliano 
and Ling, 1976). В отечественных научных статьях преимущественно ис-
пользуется написание P-гликопротеин с английской буквой «Р» или сокра-
щённое название P-gp. Клетки линии CHO, которые длительно культивиро-
вали в присутствии колхицина, продемонстрировали не только снижение 
накопления самого колхицина, но и других противоопухолевых препаратов, 
т.е., как предположили авторы открытия, плазматическая мембрана клеток 
оказалась непроницаемой для прохождения через неё целого ряда веществ. 
Позже выяснилось, что вещества могут проникать в резистентные клетки 
путём диффузии, но далее они активно выводятся во внеклеточную среду. 
Резистентная сублиния, в отличие от исходных клеток, характеризовалась 
присутствием на плазматической мембране белка с молекулярной массой 
170 кДa (1280 а.о.). Активность белка сопровождалась гидролизом АТФ, и 
по аналогии с бактериальными белками-транспортёрами был сделан вывод, 
что P-gp действует как энергозависимая помпа (Endicott and Ling 1989). Ле-
карственную устойчивость клеток человека обеспечивает P-gp, кодируемый 
геном MDR1 (историческое название гена) или ABCB1 (название по совре-
менной классификации). У грызунов P-gp кодируется двумя генами Mdr1a 
(Abcba) и Mdr1b (Abcbb), так как трансфекция именно этих генов приводит 
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к развитию МЛУ в опухолевых клетках (Gottesman et al., 1993, 1995). Гены 
Mdr1a и Mdr1b на 85% идентичны друг другу и имеют более 80% гомоло-
гии с геном MDR1 (ABCB1).

Ген P-gp впервые был клонирован в 1985 году (Riordan et al., 1985). Он рас-
положен на 7-й хромосоме и содержит 29 экзонов, при этом два 5'-экзона не 
транслируются. Трансляция мРНК длиной 4872 п.н., включая нетранслируе-
мую область, приводит к образованию белка длиной 1280 аминокислот. P-gp 
посттрансляционно модифицируется путём фосфорилирования и N-гликози-
лирования. Гликозилирование необходимо для направленной ориентации в 
пространстве и стабильности белка, но, по-видимому, не влияет на его транс-
портную функцию (Gottesman and Pastan, 1993). Фосфорилирование P-gp ки-
назами, в частности протеинкиназой С, влияет на его транспортную функцию 
и связанную с ней активность АТФ-азы, а также на внутриклеточный синтез и 
транспорт P-gp (Idriss et al., 2000). 

В 1992 году Cole и соавторы открыли другой белок-транспортёр с моле-
кулярной массой 190 кДа (1531 а.о.) – MRP1 (Multidrug Resistance-associated 
Protein 1, ген MRP1/ABCC1 ‒ у человека и Mrp1/Abcc1 – у грызунов, имеют 
88% идентичности). MRP1 впервые был описан в клетках мелкоклеточно-
го рака лёгких (Cole et al. 1992). К настоящему времени открыто 9 бел-
ков-транспортёров данного семейства, которые формируют лекарственную 
устойчивость. MRP1 транспортирует органические анионы, нейтральные 
формы и формы, конъюгированные с глутатионом, глюкуронатом или суль-
фатом (Borst et al., 2000; Borst and Elferink, 2002, Wang et al., 2021). 

Далее был открыт транспортёр BCRP (Breast Cancer Resistance Protein,
75 кДа, 655 а.о., ген BCRP/ABCG2 – у человека и Bcrp/Abcg2 – у грызунов, име-
ют 81‒82% идентичности), который выявили в клетках рака молочной железы 
резистентной линии MSF-7/AdrVp. Эти клетки не содержали P-gp и MRP1, но 
проявляли множественную лекарственную устойчивость, что и привело к от-
крытию BCRP (Doyle et al., 1998). 

Рассмотренные выше белки-транспортёры имеют специфичные структур-
ные особенности организации трансмембранных доменов (TMD). Структу-
ры P-gp и MRP1 образованы единой молекулой полипептида и содержат 12 
и 17 трансмембранных участков соответственно. В структуре P-gp имеется 
два TMD (TMD1 и TMD2), у MRP1 – три TMD (TMD0, TMD1 и TMD2) и два 
нуклеотид-связывающих домена (рис. 1.1). В отличие от них, BCRP – «полу-
транспортер», содержащий 6 трансмембранных участков (один TMD) и один 
нуклеотид-связывающий домен, который собирается в гомодимер для обеспе-
чения транспорта субстратов. 

 

Глава 1. Что мы знаем о белках-транспортёрах, опосредующих лекарственную устойчивость

11



Рис. 1.1. Структурная организация P-gp, MRP1 и BCRP. TMDs – трансмембранные домены.
NBD – нуклеотид-связывающие домены. W-A – мотив Walker A, W-B – мотив Walker B,

С-motif – мотив С (Ferreira et al., 2014, модифицировано)

Нуклеотид-связывающие домены содержат 3 высококонсервативные по-
следовательности: мотивы Walker A и B, которые обнаружены во многих 
АТФ-связывающих белках и мотив С, который располагается между мотива-
ми Walker A и Walker B и является уникальным именно для суперсемейства 
АТФ-связывающих белков (Walker et al., 1982). Предполагается, что мотив C 
может участвовать в распознавании субстратов или гидролизе АТФ (Tombline 
et al., 2004; Leslie et al., 2005). 

В 2005 году, почти через 30 лет после открытия P-gp, методом криоэ-
лектронной микроскопии (с разрешением 8Å) была получена трехмерная 
структура P-gp, которая продемонстрировала, что 12 трансмембранных 
участков формируют структуру в виде «поры» (внутренняя полость, карман) 
(Rosenberg et al., 2001, 2005). В 2009 году было создано трёхмерное стерео-
изображение структуры P-gp мыши (Aller et al., 2009), который на 87% ока-
зался идентичен человеческому P-gp, а пути транслокации субстратов в них 
совпали на 96%. Также выяснилось, что трансмембранные участки формиру-
ют две симметричные половинки, в результате чего и образуется обширная 
внутренняя полость в структуре P-gp (рис. 1.2).
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Рис. 1.2. Структура P-gp мыши, полученная методом рентгеноструктурного анализа
с разрешением 4,35–4,4 Å в присутствии ингибиторов P-gp. Слева – изображение

в присутствии ингибитора QZ59-RRR (зелёный), справа – изображение P-gp
в присутствии одновременно двух ингибиторов QZ59-SSS (красный и жёлтый).

Рисунок сделан на основе Aller et al., 2009

При этом «карман» для связывания с субстратами оказался расположенным 
непосредственно в плазматической мембране, а не со стороны цитоплазмы, как 
считалось изначально. Область «кармана» окружена ароматическими и гидро-
фобными остатками, что предполагает связывание с субстратом за счет гидро-
фобных и ван-дер-ваальсовых взаимодействий. Было показано, что область свя-
зывания с субстратом внутри липидного бислоя значительна по своим размерам, 
около 6000 Å, и может одновременно связывать 2 молекулы одного субстрата. 
До настоящего времени структура P-gp из всех белков МЛУ остаётся наиболее 
изученной. В 2015 году была предложена трёхмерная модель человеческого го-
модимера BCRP, полученная на основе методов высокого разрешения в положе-
нии Ʌ-конформации. В отсутствие нуклеотидов и субстратов BCRP формирует 
Ʌ-конформацию с далеко отстоящими друг от друга NBD-регионами, наподобие 
структуры P-gp. При этом авторы отмечают, что в V-положении структура белка 
выглядит более закрытой и узкой, чем в Ʌ-конформации (Rosenberg et al., 2015).

Наиболее сложным по своей структуре из АТФ-связывающих белков МЛУ 
является белок-транспортёр MRP1. Он имеет дополнительный N-терминаль-
ный домен (TMD0), что приводит к формированию трёх TMDs и только од-
ного функционального сайта для гидролиза АТФ. Наиболее полная трёхмер-
ная модель структуры MRP1 была получена только в 2017 году, через 25 лет 
после его открытия (Johnson and Chen, 2017). Каталитический цикл MRP1
и его связывание с АТФ ещё находятся в процессе изучения. TMD0 содержит
5 альфа-спиральных трансмембранных участков и участок под названием 
лассо, соединяющий TMD0 и TMD1. Мутации в TMD0 не приводят к потере 
MRP1 своей транспортной функции. Двенадцать трансмембранных участков, 
входящих в TMD1 и TMD2, собираются в два псевдосимметричных пучка: пу-
чок 1 содержит трансмембранный участки 6, 7, 8, 11, 15, 16, а пучок 2 включает 
в себя участки 9, 10, 12, 13, 14 и 17 (рис. 1.3).
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Рис. 1.3. Трёхмерная модель структурной организации MRP1 в положении Ʌ-конформации.
А – схема расположения доменов MRP1, Б ‒ Ʌ-конформация MRP1,

В – расположение трансмембранных участков,
вид сверху (модифицировано по Johnson and Chen, 2017)

1.2 Субстратная «всеядность» P-gp, MRP1, BCRP

На сегодняшний день известно, что из вышеперечисленных белков МЛУ 
P-gp обладает наиболее широкой субстратной «всеядностью», и он может экс-
портировать или связывать вещества самой разной химической структуры. 
Список субстратов P-gp постоянно пополняется и уже включает в себя сотни 
веществ (https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0001032). 

Разнообразные субстраты для P-gp объединяют следующие характери-
стики: большинство из них липофильны, имеют молекулярную массу от 300
до 4000 Да, содержат в химической структуре ароматические кольца и несут 
небольшой заряд. К субстратам этого белка-транспортера относятся органиче-
ские катионы, слабые органические основания, некоторые органические ани-
оны и незаряженные соединения, в том числе полипептиды и их производные.

Субстраты MRP1 – это амфипатические органические кислоты, конъюги-
рованные с большой гидрофобной группой. MRP1 может формировать пе-
рекрёстную устойчивость к субстратам P-gp, но, как правило, уровень такой 
устойчивости будет значительно ниже (Leslie et al., 2005). 

Первоначально сформировалось мнение, что BCRP характеризуется более 
узким по сравнению с P-gp и MRP1 диапазоном субстратов, в который входят 
некоторые противоопухолевые препараты (антрациклины, митоксантрон, ин-
гибитор топоизомеразы 1 камптотецин). Однако позже стало ясно, что BCRP 
обладает широкой субстратной специфичностью: от гидрофобных субстратов 
до гидрофильных органических анионов, конъюгированных с сульфатами, 
глутатионом и глюкуронатом. Он также может транспортировать нуклеозид-
ные препараты и их монофосфатные производные (Rosenberg et al., 2015).
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Несмотря на то, что P-gp активно исследуется почти 50 лет, его способность 
распознавать и транспортировать широкий спектр соединений до сих пор недо-
статочно изучена и вызывает многочисленные дискуссии. Считается, что одной 
из причин, которая бы могла объяснить широкую субстратную специфичность 
(«всеядность») P-gp – это наличие нескольких сайтов связывания с субстратами. 

В 1997 году Shapiro и Ling описали 2 сайта связывания субстратов на P-gp: 
H-сайт, названный так за специфичность связывания с Hoechst 33342 и R-сайт, 
связывающий родамин 123 и антрациклины (доксорубицин и даунорубицин). 
Эти сайты действуют кооперативно: субстрат, транспортируемый через R-сайт 
связывания, стимулирует перенос субстрата через H-сайт, что и обеспечивает 
транспорт нескольких разных субстратов одновременно. В то же время, до-
бавление в среду культивирования колхицина стимулирует транспорт Hoechst 
33342 и ингибирует выброс родамина 123. На таком ингибировании и основы-
вается работа тест-систем для выявления функциональной активности P-gp и 
определения его субстратов (Shapiro and Ling, 1997, 1998). 

Третий из открытых сайтов связывает прогестерон (progesterone), и из-за этого 
получил название P-сайт. Интересно, что прогестерон связывается с Р-gp, но при 
этом не является его субстратом. Фактически прогестерон является модулятором 
P-gp, стимулируя транспорт с R- и H-сайтов. При этом родамин 123 и прогесте-
рон совместно стимулируют транспорт Hoechst 33342 сильнее, чем каждый из 
них по отдельности (Kimura et al., 2007). Это указывает на наличие разных ва-
риантов взаимодействия как субстратов с сайтами связывания, так и самих сай-
тов между собой, что также повышает число субстратов для P-gp. Использование 
фотоактивных аналогов субстратов и ингибиторов P-gp, таких как винбластин, 
колхицин, родамин 123, паклитаксел, верапамил и другие, позволили суммарно 
идентифицировать 7 различных сайтов для их связывания в структуре P-gp (Safa, 
2004). Множественные сайты на P-gp проявляют комплексные аллостерические 
взаимодействия, через которые связывание лекарственного средства на одном 
сайте переключает другие сайты между конформациями высокой или низкой 
аффинности. Например, винбластин на сайте связывания P-gp препятствует свя-
зыванию других субстратов во всех сайтах связывания ‒ отрицательная связь, в 
то же время, прениламин и мегестролацетат усиливают связывание дигидропи-
ридина. Наиболее важным результатом этой и большинства других эксперимен-
тальных работ по идентификации сайтов связывания субстратов с P-gp является 
установление того факта, что субстраты могут иметь более одного сайта связы-
вания с разной степенью аффинности, и каждый из них способен к транспортной 
функции. Таким образом, существование нескольких сайтов и их влияние 
друг на друга генерируют молекулярную гибкость, что позволяет объяснить 
широкую субстратную специфичность P-gp. 

Так как большинство субстратов P-gp являются гидрофобными соединени-
ями, данный белок-транспортёр называют также «гидрофобным пылесосом». 
Изначально существовала модель P-gp как помпы, в рамках которой субстра-
ты из клетки транспортируются непосредственно из цитоплазмы. Но позднее 
было показано, что между трансмембранными участками 4 и 6 и 10 и 12 обра-
зуются ворота, которые позволяют гидрофобным молекулам и фосфолипидам 
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входить во внутреннюю полость транспортёра напрямую из внутреннего слоя 
билипидной мембраны и из него экспортироваться во внеклеточную среду 
(Shapiro and Ling, 1997, 1998).

Вторая модель ‒ это «модель флиппазы», в которой субстрат связывается
с субстрат-связывающим «карманом» во внутреннем слое плазматической мем-
браны, а затем переворачивается («flip») во внешний её слой. После достижения 
внешнего слоя субстрат очень быстро диффундирует во внеклеточную водную 
фазу, либо возвращается спонтанным образом во внутренний слой мембраны.
В настоящее время имеются существенные доказательства, которые подтвержда-
ют как модель флиппазы, так и модель «гидрофобного пылесоса» (Sharom, 2014).

Транспортировка субстратов P-gp зависит от гидролиза АТФ (Ritchie et al., 
2011). P-gp подвергается конформационным изменениям после связывания 
субстрата с TDMs и двух молекул АТФ с двумя NBDs (происходит запирание 
субстрата в канале P-gp). Для высвобождения субстрата во внеклеточную сре-
ду необходим гидролиз АТФ с высвобождением пирофосфата, в результате 
чего происходят последующее конформационное изменение структуры P-gp
и открытие его канала во внеклеточную среду.

В «кармане» происходит связывание субстратов со специфичными сайтами, где 
они остаются до стимуляции АТФазной активности транспортёра (рис. 1.4). От-
крытая во внутреннюю среду клетки конформация P-gp получила название Ʌ-кон-
формация (Ʌ-заглавная буква лямбда греческого алфавита). Такая конфигурация 
не позволяет субстрату выйти во внеклеточное пространство (Aller et al., 2009).

 

Рис. 1.4. Схема конформационных изменений структуры P-gp в плазматической мембране. Суб-
страт (пурпурный) из внеклеточной среды проходит наружный слой билипидной мембраны (1), 
входит во внутренний слой плазматической мембраны (2) и в карман (голубой) через открытый 

портал. АТФ (жёлтый) связывается с нуклеотид-связывающим доменом, вызывая конформацион-
ные изменения: сближение NBDs и изменение структуры P-gp с Ʌ-конформации на V-конформа-

цию, открытую во внеклеточное пространство (Aller et al., 2009, модифицировано) 
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Предполагается, что АТФазная активность P-gp стимулируется связывани-
ем субстрата со специфичными сайтами. Для изменения конформационной 
структуры белка две молекулы АТФ должны связаться с NBDs регионами для 
их димеризации. Для выхода субстрата во внеклеточную среду необходим по-
следующий гидролиз АТФ, в результате чего происходит конформационное 
изменение структуры P-gp: в результате АТФазной активности происходит из-
менение с Ʌ-конформации на V-конформацию (рис. 1.5), при которой взаимо-
действие субстрата со специфичными сайтами в «кармане» ослабляется и суб-
страт выходит во внеклеточную среду. Дальнейшее образование пирофосфата 
(Pi) и АДФ возвращает структуру белка в исходную Ʌ-конформацию (Ritchie et 
al., 2011; Condic-Jurkic et al., 2018).

 

Рис. 1.5. Каталитический цикл P-gp. Структура P-gp показана схематично: синие – трансмем-
бранные домены, которые подвергаются конформационным изменениям при связывании с 
субстратом и АТФ. Цикл стартует с позиции открытого канала со стороны цитоплазмы ‒

Ʌ-конформации (Condic-Jurkic et al., 2018, модифицировано)

Одна молекула АТФ расходуется на одну транспортируемую молекулу суб-
страта. Так как в структуре P-gp содержится два NBD-региона, было сделано 
предположение, что P-gp одновременно транспортирует две молекулы суб-
страта (Sheps and Ling, 2007). 

Следует отметить, что данные о роли АТФ в поддержании функциональной 
активности P-gp зачастую весьма противоречивы. Ещё в 1999 году было проде-
монстрировано, что утрата Р-gp NBD-регионов не предотвращает связывание c 
ним субстратов (Loo and Clarke, 1999). В то же время, димеризация NBD сама 
по себе является АТФ-зависимым процессом и требует расхода АТФ (Tombline 
et al., 2004). Результаты других работ демонстрируют, что после связывания 
с АТФ аффинность P-gp к субстрату, наоборот, падает и восстанавливается 
только после высвобождения пирофосфата (Martin et al., 2001). Возможно, что 
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энергия АТФ необходима как для транспорта субстратов, так и для создания 
определённой структуры P-gp. Так, ранее было показано, что P-gp обладает 
АТФазной активностью и в отсутствие эндогенных субстратов. Авторы пред-
положили, что само поддержание Ʌ-конформации является энергозатратным 
процессом, и это свойство получило название «базовой АТФазной активности» 
(Lerner-Marmarosh et al., 1999). В 2017 году в статье в журнале «Nature» была 
предложена модель формирования V-конформации P-gp. Эта модель предпола-
гает, что экспорт субстрата (лекарства) во внеклеточную среду требует двухэ-
тапного процесса гидролиза АТФ (Verhalen et al., 2017). Таким образом, вопрос 
АТФазной активности P-gp и его конформационных изменений всё ещё нахо-
дится в процессе детального изучения.

В отличие от P-gp, в структуре MRP1 выявлен единый сайт, связывающий суб-
страты. Этот сайт обладает структурной пластичностью и состоит из двух частей. 
Одна часть ‒ это положительно заряженный регион, который связывается с фраг-
ментом молекулы глутатиона (P-pocket или P-карман). Вторая часть ‒ это регион, 
взаимодействующий с гидрофобными составляющими конъюгатов (H-pocket или 
H-карман) (рис. 1.6). 

 

Предполагается, что в результате формирования такого сложного суб-
страт-связывающего сайта, MRP1 может узнавать широкий спектр субстратов 
различной химической природы (Johnson and Chen, 2017). 

Механизмы формирования лекарственной устойчивости при помощи BCRP 
неизвестны и только находятся на стадии исследования при помощи высоко-
точных современных методов.

Рис. 1.6. Схема 
трёхмерной модели 
кристаллической 
структуры MRP1  и 
субстрат-связывающего 
сайта (модифицировано 
по Johnson and Chen, 
2017). Стрелка указывает 
на единый сайт 
связывания субстратов. 
Жёлтый цвет – субстрат
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 1.3 Локализация и функциональная активность P-gp, MRP1, 
BCRP в клетках лёгких 

На сегодняшний день известно, что P-gp, MRP1, BCRP экспрессируются в 
широком спектре нормальных тканей с экскреторной (тонкий и толстый ки-
шечник, печень, почки) и барьерной функцией (гематоэнцефалический барьер, 
гематотестикулярный барьер, плацента, аэрогематический барьер), где уча-
ствуют в выполнении физиологических функций организма. 

Предполагается, что белки МЛУ осуществляют транспорт физиологических 
субстратов и в норме защищают клетки и ткани от действия экзогенных и эн-
догенных ксенобиотиков (Leslie et al., 2005; van de Ven et al., 2009). Наиболее 
ярким примером их защитной функции является история открытия роли P-gp в 
мышах, нокаутных по генам Mdr1a и Mdr1b (Abcb1a и Abcb1b). У этих мышей 
не было выявлено никаких аномалий в развитии, но после проведения санитар-
ной обработки вивария ивермектином именно у животных mdr1(-/-) проявились 
симптомы интоксикации этим препаратом, вплоть до смертельного исхода. По 
сравнению с животными дикого типа, в тканях головного мозга этих мышей 
было выявлено 100-кратное увеличение содержания ивермектина (Schinkel et al., 
1994). Это открытие позволило выявить физиологическую роль P-gp ‒ защита 
клеток и тканей от проникновения токсичных веществ, и прежде всего ‒ в голов-
ной мозг. В нервной ткани Р-gp выявляется в эндотелии гематоэнцефалического 
барьера, в астроцитах, макрофагах и нейронах (Lee et al., 2001). В более позднем 
исследовании Schinkel с соавторами на мышах, нокаутных по гену Mdr1a, было 
показано, что инъекция меченых тритием лекарств (дексаметазона, дигоксина 
и циклоспорина А) приводит к их накоплению в нервной ткани. Наиболее вы-
сокий уровень (в 20‒50 раз больше, чем у мышей исходного типа) был выявлен 
при накоплении дигоксина и цикслопорина А, а уровень дексаметазона был уве-
личен в 2‒3 раза по сравнению с животными дикого типа. Эти исследования 
впервые продемонстрировали, что P-gp может быть важным фактором, 
определяющим фармакокинетику разных лекарственных препаратов, а не 
только противоопухолевых агентов (Schinkel et al., 1997, 1999). 

В том же исследовании было продемонстрировано, что у мышей экспрессия 
генов Mdr1a и Mdr1b в разных органах несколько различается. Но в совокуп-
ности эти две изоформы P-gp имеют такое же распределение в организме, как 
и P-gp в организме человека, и это сходство предполагает их единую физиоло-
гическую функцию. Высокие уровни Mdr1a регистрируются в гематоэнцефали-
ческом барьере, кишечнике, плаценте, печени и почках. Mdr1b экспрессируется 
в надпочечниках, эндометрии беременных самок, яичниках, плаценте, печени и 
почках (Schinkel et al., 1997b). P-gp снижает концентрацию в крови перорально 
вводимых лекарств, способствуя их выведению через желчь, мочу и фекалии, 
тем самым защищая головной мозг, яички самцов и эмбрионы беременных са-
мок мышей от потенциально токсичных ксенобиотиков (Fromm, 2004). 

Как правило, распределение белков МЛУ в организме человека оценива-
ют по уровню экспрессии их генов или по результатам иммунохимического 
выявления. Данные разных авторов по экспрессии генов МЛУ и выявлению 
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их белков могут различаться (Ерохина, 2004). В нормальных тканях экспрес-
сия гена ABCB1 характерна, прежде всего, для клеток эпителия и эндотелия. 
В этих клетках P-gp локализуется на апикальной поверхности плазматической 
мембраны. Высокие уровни экспрессии ABCB1 идентифицированы в клетках 
кортикального слоя надпочечников, дистальных канальцев почки, в печени, в 
эпителии разных отделов кишечника. Средний уровень экспрессии наблюда-
ется в эндометрии и в клетках эндотелия сосудов головного мозга (в клетках 
центральной нервной системы), а низкие уровни экспрессии гена ABCB1 – во 
многих других органах (Germann et al., 1996). 

Высокие уровни экспрессии гена ABCB1 регистрируются в мультипотент-
ных гемопоэтических стволовых клетках, но в целом для клеток системы кро-
ветворения характерны разные уровни экспрессии гена ABCB1 (Chaudhary 
and Roninson, 1991; Chaudhary et al., 1992; Scotto, 2003). Среди клеток крови 
наиболее высокий уровень его экспрессии регистрируется в NK-клетках, в 
Т- и В-лимфоцитах. При этом Т-киллеры имеют уровень экспрессии ABCB1 
выше, чем Т-хелперы. В B-лимфоцитах уровень экспрессии ABCB1 ниже, чем 
в Т-лимфоцитах, и снижается при их активации и дифференцировке в клетки 
памяти (Klimecki et al., 1994; 1995). 

Для моноцитов не свойственна экспрессия гена ABCB1, но при диффе-
ренцировке моноцитов в макрофаги в них обнаруживается функционально 
активный P-gp (van de Ven et al., 2009). Кроме того, существуют различия в 
функциональной активности P-gp между 2 типами макрофагов: в макрофагах 
с фенотипом M2 (противовоспалительные) она выше по сравнению с макро-
фагами с провоспалительным фенотипом M1 (Cory et al., 2016). Следует от-
метить, что макрофаги играют одну из ключевых ролей в патогенезе туберку-
леза, так как выступают «убежищем» для возбудителя. Одним из механизмов 
защиты микобактерий туберкулёза от макрофагов является изменение их пути 
активации c провоспалительного состояния М1 на противовоспалительное со-
стояние М2 (Marino et al., 2015; Cho et al., 2020). 

Таким образом, функционально активный P-gp есть во многих типах им-
мунных клеток, однако его роль и функции в них исследованы недостаточно 
(Bossennec et al., 2018). Вероятнее всего, P-gp отвечает за транспорт ксенобио-
тиков, а также, по разным данным, участвует в транспорте цитокинов. 

Мыши с нокаутом по гену Bcrp1 (Abcg2) или Mrp1 (Abcc1) также сохраняют 
свою жизнеспособность и фертильность. Но мыши Bcrp1 (-/-) могут быть чув-
ствительны к отдельным компонентам пищи. На основе чего было сделано за-
ключение, что роль BCRP/Bcrp1 важна для защиты клеток и тканей от токсичных 
компонентов, которые могут поступать с пищей или в результате фармакологиче-
ского воздействия. У человека BCRP защищает клетки и ткани против различных 
ксенобиотиков. Данная функция BCRP наиболее выражена в клетках кишечника, 
печени, плаценты и гематоэнцефалическом барьере. Также BCRP выполняет за-
щитную и регуляторную функцию в стволовых клетках. В каждой тестируемой 
ткани обнаруживается как мРНК, так и белок BCRP. Этот фоновый уровень при 
иммуногистохимическом мечении объясняется присутствием BCRP в эндотелии 
вен и капилляров, в том числе и в тканях лёгких (Maliepaard et al., 2001).
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В обзоре van de Ven  и коллег MRP1 назван «вездесущим», исходя из ана-
лиза данных разных авторов (van de Ven et al., 2009). На мышах, нокаутных по 
гену Mrp1, подтверждена его роль в защите клеток и тканей от действия ксено-
биотиков. Тучные клетки, выделенные из подкожной клетчатки брюшной по-
лости нокаутных мышей, демонстрируют повышенное накопление цистеинил 
лейкотриена C4 (LTC4, фактор воспаления и бронхальной астмы). Это наблю-
дение подразумевает, что MRP1 ‒ доминирующий транспортер LTC4 в тучных 
клетках, и LTC4 рассматривается в качестве физиологического субстрата для 
MRP1/Mrp1 (Wijnholds et al., 1997). 

MRP1 имеет решающее значение для миграции дендритных клеток из 
периферических тканей в лимфатические узлы. Дендритные клетки являют-
ся антигенпрезентирующими, участвуют в активации Т-клеток. Они взаи- 
модействуют с антигенами в периферических тканях, а затем мигрируют в 
лимфатические узлы, где локализуются в богатой Т-клетками паракорти-
кальной зоне (Robbiani et al., 2000). 

В последние годы всё больше накапливается данных о роли основных бел-
ков МЛУ, и, в первую очередь, P-gp в воспалительной реакции. Этот аспект 
их функциональной активности будет рассмотрен в соответствующем разделе 
монографии, посвящённом туберкулёзному воспалению.

Изучение локализации основных белков МЛУ в клетках лёгкого ведёт-
ся с 90-х годов прошлого века, и этот вопрос до сих пор остаётся в фо-
кусе внимания научных групп и предметом дискуссий. Лёгкие относятся 
к органам с высоким риском проникновения экзогенных ксенобиотиков и 
инфекционных возбудителей во внутреннюю среду организма, что предпо-
лагает наличие и формирование эффективных систем защиты. Адекватному 
выполнению этих функций в значительной степени способствуют клеточ-
ный состав и структура альвеолярного эпителия в тесном взаимодействии 
с легочным сурфактантом (Ерохин и Романова, 2000). Лёгкие постоянно 
вступают в контакт с широким разнообразием потенциально опасных и 
токсичных веществ, которые присутствуют во вдыхаемом воздухе. Микро-
организмы, пыль и токсичные частицы в значительной степени удаляются в 
верхних отделах дыхательных путей через мукоцилиарный клиренс. Защи-
та лёгких от вредных веществ в альвеолярном отделе обеспечивается сур-
фактантно-альвеолярным комплексом: бактерицидными свойствами сур-
фактанта, фагоцитарной активностью альвеолярных макрофагов, клетками 
эпителиальной выстилки. На клеточно-молекулярном уровне механизмы, 
играющие роль в защите от токсичных агентов, как предполагается, могут 
обеспечиваться различными белками-транспортёрами.

Данный вопрос исследуется с помощью применения разных эксперименталь-
ных моделей: (1) анализа экспрессии генов МЛУ; (2) иммуногистохимического 
выявления белков МЛУ; (3) изучения протеома; (4) использования первичной 
культуры клеток лёгкого человека; (5) использования коммерческих модифи-
цированных вариантов первичной культуры клеток лёгкого человека, таких как 
HTEpiCs (эпителий трахеи), NHBEs (эпителий бронхов), HPAEpics (альвеолярный 
эпителий); (6) культивируемых линий клеток, полученных из опухолей лёгкого. 
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Методом количественной оценки протеома (quantification targeted absolute 
proteomics, QTAP) в тканях лёгких человека обнаружено 19 белков-транспортё-
ров, в той или иной степени опосредующих развитие лекарственной устойчи-
вости. Среди них отмечается высокая экспрессия ABCC1 и ABCG2, и более 
низкая – ABCB1. Авторы отмечают, что у разных доноров уровень экспрессии 
ABCC1 различался в 18 раз, что указывает на вариабельность данного пара-
метра. В коммерческих линиях первичной культуры эпителиальных клеток 
QTAP-анализ выявил высокие уровни следующих из белков МЛУ: в HTEpiCs 
(эпителий трахеи) ‒ MRP1, в NHBEs (эпителий бронхов) ‒ MRP1 и BCRP,
в HPAEpics (альвеолярный эпителий) – P-gp (Sakamoto et al., 2013).

Иммуногистохимическое выявление P-gp, MRP1 и BCRP в лёгких было про-
ведено в целом ряде работ. Методом иммуногистохимического окрашивания 
была показана локализация P-gp на апикальной поверхности реснитчатых эпите-
лиальных клеток бронхов человека, на апикальной и латеральной поверхностях 
серозных клеток бронхиальных желез, а также на люминальной поверхности 
эндотелиальных клеток бронхиальных капилляров (Lechapt-Zalcman et al., 1997).

Scheffer и соавторы анализировали образцы лёгкого человека, мыши, крысы 
и морской свинки (Scheffer et al., 2002). Для этого использовали как парафино-
вые, так и криосрезы. В отличие от других авторов, в данной работе проанали-
зирована локализация сразу нескольких белков МЛУ. В исследованных образ-
цах P-gp и MRP1 выявлялись в эпителиальных клетках бронхов, на апикальной 
и базолатеральной мембранах соответственно. MRP1 также обнаруживался в 
серомукоидных железах, а P-gp – в альвеолярных макрофагах. BCRP в неболь-
шом количестве регистрируется в эпителиальном слое, в эпителии синусов 
серомукоидных желез и в эндотелии мелких капилляров. Интенсивность мече-
ния альвеолярных макрофагов сильно варьировала. Авторы предполагают, что 
это связано с разным состоянием макрофагов. Все вышеперечисленные резуль-
таты согласуются с содержанием в цитоплазме и РНК данных белков. 

Авторами исследования сделано заключение, что иммуногистохимическое 
окрашивание лёгких мышей, крыс и морских свинок указывает на эволюци-
онную консервативность локализации этих белков. P-gp и MRP1 следует рас-
сматривать в качестве белков-переносчиков, играющих важную роль в нор-
мальной физиологии лёгких. И для выяснения их роли необходимо провести 
сравнение их экспрессии, локализации и функциональной активности при раз-
личных бронхолёгочных патологиях у животных и человека, так как физиоло-
гическая роль вышеназванных белков в клетках лёгкого до конца неизвестна. 
Только для MRP1 показано, что он является основным транспортёром цисте-
ниил лейкотриена, который является потенциальным медиатором воспаления 
на поздней стадии астматической реакции. Авторы предполагают, что данные 
белки участвуют в ограничении проникновения через бронхоальвеолярный 
эпителий различных токсинов, содержащихся во вдыхаемом воздухе (Scheffer 
et al., 2002). С результатами Scheffer и соавторов согласуются данные целого 
ряда других исследований, результаты которых суммированы в табл. 1.1.

Белки множественной лекарственной устойчивости при туберкулёзе лёгких

22



Клетки лёгких Белки МЛУ Ссылки

Эпителий бронхов P-gp, MRP1, BCRP

Cordon-Cardo et al., 
1990; van der Valk et al., 
1990; Flens et al., 1996; 
Izquierdo et al., 1996; 
Lechapt-Zalcman et al., 
1997; Bréchot et al., 1998; 
Scheffer et al., 2002; 
Campbell et al., 2003; 
Fetsch et al., 2006; Endter et 
al., 2007

Эпителий бронхиол P-gp, MRP1
van der Valk et al., 1990; 
Flens et al., 1996; Scheffer 
et al., 2002

Серозные и базальные 
клетки бронхиальных 
желёз

P-gp, MRP1, BCRP
Lechapt-Zalcman et al., 
1997; Bréchot et al., 1998; 
Scheffer et al., 2002

Альвеолярный эпителий/
альвеолоциты 1-го типа P-gp, BCRP

van der Valk et al., 1990; 
Izquierdo et al., 1996; 
Campbell et al., 2003; 
Fetsch et al., 2006; Endter 
et al., 2007; Ерохина и др., 
2016

Альвеолярные макрофаги P-gp, MRP1
van der Valk et al., 1990; 
Flens et al., 1996; Scheffer 
et al., 2002

Эндотелий сосудов 
бронхов/ бронхиол P-gp, BCRP

Cordon-Cardo et al., 1990; 
Lechapt-Zalcman et al., 
1997; Scheffer et al., 2002

Эндотелий альвеол BCRP Scheffer et al., 2002

*В представленных работах написание аббревиатуры белков МЛУ дано 
преимущественно заглавными буквами, независимо от объекта исследования.

Табл. 1.1. Данные иммуногистохимического выявления Pgp, MRP1, BCRP в лёгких 
человека и грызунов*

Также следует отметить, что результаты иммуногистохимического маркиро-
вания зависят, в том числе, и от панели использованных антител. Этим объяс-
няется тот факт, что опубликованные результаты в ряде случаев не совпадают, 
и прежде всего это касается выявления белков МЛУ в клетках альвеолярного 
эпителия (van der Valk et al., 1990; Campbell et al., 2003; Ерохина и др., 2016)

Другие модели, позволяющие изучать локализацию белков МЛУ и их функ-
циональную активность – это культивируемые клетки: первичная культура 
клеток, их генетически модифицированный вариант, а также культивируемые 
клетки, имеющие своё происхождение из опухолей лёгкого.
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Hamilton и соавторы с целью выявления локализации белка P-gp и его функ-
циональной активности провели исследования на культивируемых клетках 
бронхолегочного эпителия в модели in vitro. В результате было продемонстри-
ровано, что транспорт субстрата P-gp – родамина 123 – идёт преимуществен-
но от базолатеральной поверхности клеток к апикальной и опосредован P-gp 
(Hamilton et al., 2001). Отсутствие функционально активного P-gp на апикаль-
ной поверхности плазматической мембраны приводит к нарушению направ-
ленного транспорта родамина 123 через альвеолоциты (Florea et al., 2001). 

Иммунохимическое исследование показало, что P-gp локализуется на 
апикальной мембране пневмоцитов 1-го типа (альвеолоциты 1-го типа). Ве-
стерн-блот анализ выявил присутствие P-gp в монослое первичной культуры 
клеток альвеолярного эпителия hAEpC как непосредственно после выделения 
клеток, так и через 8 дней культивирования. Изучение транспорта родамина 
123 через монослой клеток hAEpC продемонстрировало его активность и ин-
гибирование в присутствии верапамила. Эти результаты доказывают, что P-gp 
обладает функциональной активностью в клетках альвеолярного эпителия че-
ловека (Endter et al., 2007). Функционально активный P-gp был обнаружен в 
альвеолоцитах I и II типов в альвеолярных макрофагах (Berg et al., 2018). 

Продемонстрирована зависимость между выраженностью воспалительной 
реакции в лёгких и экспрессией генов белков МЛУ. У мышей с нокаутом по ге-
нам mrp1 (abcc1), mdr1a/b (abcb1a/b) при воздействии агентов, индуцирующих 
воспаление в лёгких, наблюдается менее выраженный воспалительный ответ по 
сравнению с мышами дикого типа (Wijnholds et al., 1997, van der Deen et al., 2007). 

Таким образом, в клетках лёгкого P-gp локализуется на апикальной по-
верхности бронхоальвеолярного эпителия и эндотелия, а также на плазма-
тической мембране альвеолярных макрофагов; MRP1 ‒ на базолатеральной 
поверхности эпителия бронхов и бронхиол и в альвеолярных макрофагах; 
BCRP ‒ в эпителиальном слое бронхов и в эндотелии капилляров бронхов, 
бронхиол и альвеол. Предполагается, что в клетках лёгкого белки МЛУ 
выполняют важную роль, связанную с осуществлением транспортных про-
цессов, защитой альвеолярного региона от экзогенных токсичных веществ, 
возбудителей, поддержанием гомеостаза сурфактанта, а также модулируют 
воспалительные реакции.

1.4 Белки МЛУ и противотуберкулёзные препараты 

Большинство имеющихся на сегодняшний день статей о взаимодействии
и влиянии противотуберкулёзных препаратов на активность белков МЛУ каса-
ются рифампицина ‒ одного из ключевых препаратов при лечении туберкулёза. 
Рифампицин относится к группе антибиотиков, действие которых связано с бло-
кированием синтеза РНК в прокариотических клетках, и это один из немногих ан-
тибиотиков, который эффективен против внутриклеточных форм M. tuberculosis.

Многочисленные химические соединения с молекулярной массой от 300 до 
4000 Да могут быть субстратами для P-gp, MRP1, BCRP. Субстраты ‒ это ве-
щества, которые непосредственно транспортируются белком-транспортёром. 
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Индукторы – вещества, стимулирующие экспрессию генов ABCB1, ABCC1, 
ABCG2. Ингибиторы – это соединения, которые блокируют функциональную 
активность белков МЛУ в результате прочного связывания с субстрат-связыва-
ющим сайтом или через влияние на АТФ-связывающий домен.

Рифампицин способен напрямую связываться с P-gp (Fardel et al., 1995). 
У Mdr1-/- мышей рифампицин накапливается в клетках печени, в отличие от 
Mdr1+/+ мышей (Schuetz et al., 1996). Эти результаты указывают на то, что 
рифампицин является субстратом P-gp. 

Рифампицин является не только субстратом, но и индуктором экспрессии 
гена ABCB1, что было продемонстрировано на клетках, ответственных за аб-
сорбцию и выведение антибиотика: гепатоцитах, энтероцитах, эпителии по-
чечных канальцев (Magnarin et al., 2004). Предполагается, что рифампицин 
связывается с ядерным рецептором PXR (pregnane X receptor), через актива-
цию которого и вызывает индукцию экспрессии ABCB1 (Geick et al., 2001). 

В энтероцитах кишечника и гепатоцитах печени рифампицин одновремен-
но индуцирует экспрессию генов ABCB1 и цитохрома Р450, а также активность 
ферментов, метаболизирующих лекарственные препараты, что приводит к 
уменьшению всасываемости лекарственных препаратов ‒ субстратов для P-gp. 
Это, в свою очередь, вызывает снижение эффективности тех лекарств, которые 
перорально принимаются одновременно с рифампицином (Ерохина, 2004). 

Данные о возможности индуцировать экспрессию ABCB1 рифампицином в 
иммунных клетках не однозначны. На мононуклеарах периферической крови 
получены результаты, которые подтверждают возрастание уровня экспрессии 
гена и белка P-gp при воздействии рифампицином (Owen et al., 2006) или демон-
стрируют отсутствие эффекта (Becquemont et al., 2000; Manceau et al., 2010). Схо-
жие данные получены при исследовании влияния рифампицина на экспрессию 
гена белка MRP1 (Fromm et al., 2000). 

Методом ПЦР в реальном времени пытались выявить корреляцию между 
уровнем транскрипции мРНК ABCB1, MRP1, BCRP в мононуклеарах перифе-
рической крови и биоптатах печени и тонкой кишки здоровых доноров. Была 
обнаружена корреляция между уровнем экспрессии ABCB1,  BCRP и PXR в 
мононуклеарах и кишечнике (Albermann et al., 2005). Это позволяет предполо-
жить, что индукция экспрессии гена ABCB1 под воздействием рифампицина 
может быть различной в зависимости от типа клеток. 

Так как рифампицин является субстратом P-gp, то было выдвинуто предпо-
ложение, что использование фармакологических ингибиторов P-gp усилит его 
эффект против возбудителя. Проведённые исследования показали, что ингиби-
рование функциональной активности P-gp в инфицированных макрофагах при-
водит к увеличению в них концентрации двух противотуберкулёзных препара-
тов ‒ рифампицина и этамбутола, и, в итоге, к более эффективному уничтожению 
M. tuberculosis (Hartkoorn et al., 2007). Это напрямую свидетельствует о том, что 
функциональная активность P-gp может препятствовать достижению этими пре-
паратами своей мишени – M. tuberculosis, а использование его ингибиторов уси-
ливает эффект их действия. Использование фармакологического ингибитора P-gp 
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верапамила совместно с рифампицином способствует усилению бактерицидных 
эффектов антибиотика и в отношении устойчивых к рифампицину штаммов
M. tuberculosis (Gupta et al., 2013; Demitto et al., 2015). Также верапамил усиливает 
в несколько раз бактерицидный эффект бедаквилина (Adams et al., 2014; Gupta et 
al., 2015; Xu et al., 2018; Viljoen et al., 2019). Хотя относительно бедаквилина до 
конца не решён вопрос, является ли он субстратом P-gp. 

Оценивая эффект фармакологического ингибирования P-gp на усиление 
бактерицидных свойств рифампицина не стоит забывать, что ингибиторы 
P-gp могут блокировать и активность бактериальных АТФ-связывающих бел-
ков-транспортеров (Chen et al., 2018). Кроме того, верапамил активирует ауто-
фагию в макрофагах, что повышает бактерицидные свойства инфицированных 
макрофагов (Abate et al., 2016). 

Актуальным направлением является оценка влияния белков МЛУ на биодо-
ступность ингаляционных препаратов. В таких исследованиях важная роль от-
водится экспериментальным моделям. В частности, на модели изолированного 
и перфузируемого лёгкого (грызунов) в условиях ex vivo тестируется накопле-
ние различных химических соединений, в том числе и в присутствии инги-
биторов P-gp. Выяснено, что неудачи с накоплением ингаляционных лекар-
ственных препаратов в альвеолярном эпителии связаны с активностью P-gp, и 
применение его ингибиторов усиливает эффект их накопления в клетках лёг-
ких (Ehrhardt et al., 2017; Price et al., 2017). Эти данные также подчёркивают 
актуальность поиска путей ингибирования активности P-gp для повышения 
эффективности действия противотуберкулёзных препаратов. 

Липидный и белковый состав плазматической мембраны во многом опреде-
ляет, завершится ли связывание P-gp, MRP1 или BCRP с субстратом или нет. В 
связи с этим одним из перспективных направлений для снижения активности 
этих транспортёров является активация процессов эндоцитоза и его разновид-
ности – фагоцитоза. 

Реализация данного направления – активации фагоцитоза посредством ис-
пользования противотуберкулёзных препаратов ‒ в настоящее время разраба-
тывается при помощи разных биотехнологических подходов. В клинической 
практике уже применяются препараты экзогенного лёгочного сурфактанта – ак-
тиватора фагоцитоза (Ерохин и др., 2014). На стадии доклинических исследо-
ваний находятся антибактериальные препараты, инкапсулированные в полимер 
молочной и/или гликолевой кислот (Hirota et al., 2010, Erokhina et al, 2015; 2022). 

Информация о лекарственных препаратах – субстратах для белков МЛУ по-
стоянно пополняется на ресурсе DrugBank (drugbank.com). В настоящее время 
субстратами или ингибиторами P-gp названы 617 лекарственных препарата, в 
том числе субстратами для P-gp являются противотуберкулёзные препараты 
рифампицин, моксофлоксацин, этамбутол. В базе DrugBank отсутствует ин-
формация о противотуберкулёзных препаратах – субстратах для MRP1 и BCRP.

Транспорт лекарственных препаратов через плазматические мембраны 
клеток человека и клеточную стенку возбудителя является одним из важных 
аспектов в проблеме лечения туберкулёза. В целях заблаговременного пред-
упреждения снижения эффективности лекарственных препаратов за счёт ак-
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тивности белков МЛУ Американским департаментом зравоохранения и Цен-
тром по созданию и разработке лекарств (US Department of Health and Human 
Services, Food and Drug Administration и Center for Drug Evaluation and Research) 
в 2010 г. были разработаны рекомендации об обязательном тестировании новых 
лекарственных форм на предмет их взаимодействия с наиболее универсальным 
из белков МЛУ – Р-gp, и предложен алгоритм проведения такого тестирова-
ния на моделях in vitro и in vivo (FDA 2010). В более поздних рекомендациях 
предложено при создании новых лекарств учитывать активность уже двух бел-
ков-транспортёров – P-gp и BCRP (FDA 2017). Первоначально рекомендуется 
проводить исследования на клеточных линиях с высокой функциональной ак-
тивностью этих белков, и в случае подтверждения, что препарат является их 
субстратом или ингибитором – тестировать на животных.

В нашей стране первые эксперименты с противотуберкулёзными препара-
тами рифампицином и изониазидом и оценкой их влияния на P-gp и MRP1 
были поставлены в НИИ Канцерогенеза ОНЦ им. Н.Н. Блохина Минздрава 
РФ в лаборатории генетики опухолевых клеток ещё в конце 90-х годов про-
шлого века. В России основоположником научного направления, связанного 
с развитием резистентности опухолевых клеток и участием в этом процессе 
белков МЛУ, является  доктор медицинских наук, профессор Алла Алексан-
дровна Ставровская. При её непосредственном участии и М.В. Ерохиной были 
проведены эксперименты, показавшие, что рифампицин является индуктором 
функциональной активности как P-gp, так и MRP1. Эти работы заложили базу 
для дальнейших исследований в области взаимодействия противотуберкулёз-
ных препаратов и белков МЛУ.

Таким образом, противотуберкулёзный препарат рифампицин является 
одновременно субстратом P-gp и индуктором экспрессии гена ABCB1. Эти 
эффекты рифампицин проявляет в клетках с секреторной и экскреторной 
функцией. Использование ингибиторов P-gp повышает эффективность дей-
ствия рифампицина, этамбутола, бедаквилина на возбудитель в моделях
in vitro и in vivo, а также – ряда ингаляционных препаратов в модели ex vivo. 
Использование фармакологических ингибиторов P-gp совместно с антибио-
тиками может рассматриваться в качестве перспективной стратегии повы-
шения эффективности терапии при туберкулёзе лёгких.

1.5 Полиморфизмы генов белков МЛУ
и их клиническая значимость

Технологические достижения в секвенировании и генотипировании 
открыли новую эру в изучении генетики человека, став основой для стре-
мительного развития фармакогенетики (изучение вариаций в последова-
тельности ДНК, связанных с реакцией на лекарства) и фармакогеномики 
(изучение вариаций характеристик ДНК и РНК, связанных с реакцией на 
лекарства). Эти биомедицинские направления фокусируются на повыше-
нии эффективности лекарственной терапии и снижении побочных реакций 
за счёт персонализированного подбора препаратов и их дозировок на осно-

Глава 1. Что мы знаем о белках-транспортёрах, опосредующих лекарственную устойчивость

27



ве молекулярно-генетического профиля пациента (Roden et al., 2019). Для 
этого определяются вариации генов белков (полиморфизмы, гаплотипы или 
сцепленные полиморфизмы), оказывающих влияние на фармакокинетику и 
фармакодинамику конкретных лекарств. Информация о таких вариациях си-
стематизирована в специализированных базах данных, например, PharmGKB 
(https://www.pharmgkb.org), что делает её ценным ресурсом для клинических 
специалистов и исследователей (Whirl-Carrillo et al., 2012).

Гены белков, регулирующих ключевые этапы взаимодействия организма че-
ловека с лекарствами, называются ADME-генами: от английского Absorption 
(всасывание), Distribution (распределение), Metabolism (метаболизм), Excretion 
(выведение). ADME-гены классифицируют в четыре группы, исходя из функцио- 
нальной роли формирующих их белков (Hu et al., 2020; Jittikoon et al., 2016). К 
первой группе относят гены ферментов фазы I, которые катализируют первичную 
модификацию молекул (окисление, восстановление, гидролиз, дезаминирование) 
для подготовки их к выведению из организма. К данной группе относятся гены 
белков суперсемейства цитохрома P450 (CYP). Ко второй группе относят гены 
ферментов фазы II, обеспечивающих присоединение химических групп для обра-
зования гидрофильных метаболитов. Примером таких ферментов являются белки 
глюкуронозилтрансфераза (UGT), глутатионтрансфераза (GST), сульфотрансфе-
раза (SULT), N-ацетилтрансфераза (NAT) и тиопуринметилтрансфераза (TPMT). 
В результате совместной работы ферментов фазы I и II образуются неактивные 
и водорастворимые метаболиты, которые выводятся из организма через желчь, 
мочу или кал. К третьей группе относятся гены двух суперсемейств транспорт-
ных белков: ABC-транспортеры и транспортеры растворенных веществ (SLC). 
ABC-транспортеры отвечают преимущественно за экспорт лекарств из клеток, в 
то время как SLC – за их импорт. Согласованная работа этих транспортных белков 
влияет на биодоступность лекарств и их накопление в клетках-мишенях. Наиболь-
шее значение в контексте полиморфизмов, изменяющих фармакокинетику лекар-
ственных препаратов, имеют гены ABCG2, ABCC1, ABCC2, ABCC3 и ABCB1. Чет-
вертая группа ‒ это гены других белков (рецепторы, ионные каналы), не входящие 
в первые три группы, но участвующие в процессах ADME.

Не вызывает сомнений, что именно транспортные белки могут быть ос-
новными детерминантами фармакокинетических профилей лекарственных 
средств. В 2007 году был сформирован Международный консорциум по иссле-
дованию белков-транспортеров (The International Transporter Consortium, ITC, 
https://www.itc-transporter.org/). В 2010 году им были опубликованы первые ре-
комендации относительно методов изучения взаимодействия транспортеров с 
лекарствами и интерпретации данных исследований, а также рекомендации и 
примеры руководств, которые следует учитывать при разработке лекарств (The 
International Transporter Consortium et al., 2010). В 2018 году ITC опубликовал 
обзор анализа влияния полиморфизмов транспортеров на биодоступность 
лекарственных препаратов и вызываемые ими побочные реакции (Yee et al., 
2018). Несмотря на то, что в обзоре рассматривается большое количество ас-
социаций между полиморфизмами в ABC-транспортерах и реакцией у паци-
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ентов на лекарства (с высокой статистически значимой ценностью), клиниче-
ская полезность этих вариантов вызывает сомнения, за исключением только 
одного гена CFTR (от английского Cystic Fibrosis Transmembrane conductance 
Regulator), мутации в котором приводят к возникновению такого заболевания, 
как муковисцидоз (López-Fernández, 2018). 

В базе PharmGKB уровень доказательства связи генетического варианта с 
клинически значимым исходом, с токсичностью или эффективностью препарата 
классифицируется от 1 до 4. Где 1 соответствует высокому уровню доказательств, 
2 ‒ умеренному, 3 ‒ низкому и 4 ‒ предварительному. Согласно базе данных 
PharmGKB, гены ABCB1 (P-gp) и ABCG2 (BCRP) являются значимыми ADME-ге-
нами (https://www.pharmgkb.org/vips), имея уровень 1 или 2 доказательств.

Несомненным лидером среди генов белков МЛУ по генетическим вариаци-
ям является ген белка P-gp. Полиморфизм в данном гене впервые был обнару-
жен в 1989 году (Kioka et al., 1989). На 2021 год в нем было идентифицировано 
4 453 однонуклеотидных вариантов (SNVs), большая часть которых располо-
жена или в некодирующих областях, или они являются синонимичными (за-
мена нуклеотида не влияет на саму аминокислоту) (Bruckmueller and Cascorbi, 
2021). Функциональные последствия воздействия большинства из них на фар-
макокинетику лекарственных препаратов не выяснены. 

Ранее считалось, что, в отличие от собак и кошек, у людей нет мутаций, ко-
торые бы приводили к полной потере функции P-gp (Bruckmueller and Cascorbi, 
2021; Mealey et al., 2023). В 2001 году было установлено, что молекулярно-ге-
нетическая основа так называемой «чувствительности к ивермектину» у собак 
пастушьих пород (колли) заключается в дефиците P-gp, вызванном делецион-
ной мутацией ABCB1 (Mealey et al., 2001). Эта делеция приводит к эффекту 
преждевременного прекращения синтеза P-gp. В 2015 году обнаружили новую 
нонсенс-мутацию ABCB1 (1930_1931del TC) у кошек (Mealey and Burke, 2015). 
Ивермектин, противопаразитарный препарат, считается безопасным благода-
ря своей способности выводиться P-gp через гематоэнцефалический барьер. У 
животных с нонсенс-мутациями в гене P-gp ивермектин вызывает неврологи-
ческие расстройства, которые могут быть фатальными. Было зарегистрировано 
несколько случаев неврологических расстройств после лечения ивермектином 
у людей, но наличие мутаций в гене ABCB1 у них не исследовали (Chandler, 
2018). В 2020 году были обнаружены 2 нонсенс-мутации у человека: 13-летний 
мальчик поступил в отделение неотложной помощи с нарушениями состояния 
сознания после приема ивермектина. Секвенирование гена ABCB1 позволило 
обнаружить 2 нонсенс-мутации у ребенка. Эти мутации приводили к тому, что 
в структуре молекулы P-gp отсутствовал С-концевой нуклеотидсвязывающий 
домен, необходимый для транспорта лекарств (Baudou et al., 2020). Факт, что 
у человека нонсенс-мутации в гене P-gp крайне редки, указывает на огромное 
эволюционное значение P-gp в реализации «химического иммунитета».

Наиболее часто исследуемыми генетическими изменениями гена ABCB1 яв-
ляются синонимичные варианты 3435 C>T (rs1045642), 1236 C>T (rs1128503) и 
несинонимичный вариант 2677 G>T/A (rs2032582) (Bruckmueller and Cascorbi, 
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2021). Несмотря на то, что синонимичные полиморфизмы не оказывают вли-
яния на последовательность кодирующих ими аминокислот, предполагается, 
что они могут влиять на функциональные характеристики белка-транспортёра 
(Shen et al., 1999, Chamary and Hurst, 2009) и его субстратную специфичность 
(Kimchi-Sarfaty et al., 2007). 

Впервые клиническая значимость синонимичного полиморфизма 3435C>T 
(rs1045642) была продемонстрирована в работе Hoffmeyer и коллег (Hoffmeyer 
et al., 2000). Сравнение результатов генотипирования ABCB1 (в статье MDR1) и 
соответствующих уровней P-gp (вестерн-блот) в двенадцатиперстной кишке здо-
ровых добровольцев выявило, что гомозиготный (мутантный) аллель TТ связан 
с более чем двукратным снижением уровня экспрессии гена ABCB1 и синтеза 
P-gp по сравнению с гомозиготным аллелем CC (дикий тип). У человека с самым 
низким уровнем P-gp был гомозиготный генотип TT, а с самым высоким ‒ фе-
нотип CC, и разница в уровнях P-gp была 65-кратной. У лиц, гомозиготных по 
полиморфизму ТТ, низкий уровень P-gp в двенадцатиперстной кишке сопрово-
ждался выявлением в плазме крови высокого уровня дигоксина после перораль-
ного приёма противоэпилептического препарата и субстрата P-gp. Таким обра-
зом, было впервые продемонстрировано, что снижение уровня P-gp в кишечнике 
сопровождается лучшим всасыванием препарата – субстрата P-gp, что приводит 
к повышению его концентрации в крови и возрастанию его биодоступности. 

Дальнейшие исследования влияния данного полиморфизма на фармако-
кинетику были противоречивыми (Hodges et al., 2011; Ahmed et al., 2016). У 
пациентов с мутантным аллелем (3435C>T) были выявлены после приёма од-
нократной дозы дигоксина как низкие концентрации препарата в сыворотке 
крови (Sakaeda et al., 2001), так и, наоборот, высокие уровни дигоксина в отли-
чие от носителей дикого типа гена ABCB1 (Verstuyft et al., 2003).

Синонимичный вариант 1236 C>T (rs2032582), по-видимому, также оказы-
вает влияние на конформацию P-gp, что влияет на его функциональные харак-
теристики (Kimchi-Sarfaty et al., 2007). 

В отличие от первых двух вариантов, триаллельный полиморфизм
2677 G>T/A (rs2032582) вызывает аминокислотные замены в цитоплазматиче-
ской области белка P-gp. Эксперименты по оценке функциональной активности 
P-gp с таким полиморфизмом в гене ABCB1 указывают на более высокие ско-
рости транспорта субстратов и более высокую активность АТФ-связывающих 
доменов, чем в диком типе (Schaefer et al., 2006). 

Эффект этого варианта на фармакокинетику винкристина был обнаружен 
у детей с острой лимфобластной лейкемией, хотя он был и незначительный 
(Plasschaert et al., 2004).

Все 3 описанных выше генетических варианта сцеплены (встречаются у око-
ло 70% европеоидов), формируя гаплотипы (Leschziner et al., 2006). В большин-
стве этнических групп наиболее распространены гаплотип CGC, либо гаплотип 
TTT (Hodges et al., 2011). Однако частота гаплотипов различается между этниче-
скими группами (Bruckmueller and Cascorbi, 2021). Предполагается, что именно 
гаплотипы, а не отдельные генетические вариации оказывают влияние на фарма-
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кокинетические параметры субстратов P-gp (Fung and Gottesman, 2009). Множе-
ство однонуклеотидных полиморфизмов выявлено в цитохроме P450, который 
отвечает за детоксикацию лекарств и, что актуально, однонуклеотидный поли-
морфизм CYP3A5 (A22893G) связан с гаплотипом ABCB1 (Fung et al., 2009). Не-
смотря на большую многолетнюю работу по установлению генетического вкла-
да ABCB1 в распределение лекарств, нет однозначного ответа о роли отдельных 
полиморфизмов и гаплотипов в биодоступности лекарственных препаратов.

Важно отметить, что биодоступность лекарственных препаратов, в первую 
очередь, зависит от экспрессии и функциональной активности транспортных 
белков. Поскольку их экспрессия и функциональная активность демонстриру-
ют широкую изменчивость, была выдвинута гипотеза, что генетические вариа-
ции в генах транспортеров могут только частично объяснить межиндивидуаль-
ные различия в фармакокинетике лекарственных препаратов и их клиническую 
значимость (Cascorbi, 2006). Различные внутренние факторы, такие как этни-
ческая принадлежность, возраст, пол, физиологические состояния и заболева-
ния органов, а также внешние факторы, такие как диета, использование трав 
или лекарств, микробиом и воздействие окружающей среды могут оказывать 
влияние на функцию и экспрессию транспортеров (Galetin et al., 2024).

Данные о клинической значимости полиморфизмов гена ABCB1 при химио- 
терапии туберкулёза лёгких достаточно противоречивы, имеется необходи-
мость в увеличении размеров выборок и проведении дополнительных исследо-
ваний (Naidoo et al., 2019; Tomas et al., 2020). Открытым также остаётся вопрос 
о взаимосвязи между полиморфизмом ABCB1 и активностью туберкулёзного 
воспаления у пациентов с туберкулёзом лёгких. 

Имеется только один систематический обзор, в котором авторы следова-
ли рекомендациям Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses (PRISMA). Поиск соответствующих исследований проводился в базах 
данных PubMed, Embase, Web of Science и Scopus (Sileshi et al., 2022). Целью 
обзора было оценить вклад генетических вариаций ферментов, метаболизиру-
ющих лекарственные препараты, и белков-переносчиков, в том числе ABCB1, 
в индивидуальную вариабельность фармакокинетики рифампицина. По ре-
зультатам проведённого анализа только результаты трёх статей (Chigutsa et al., 
2011; Huerta-García et al., 2019; Medellin-Garibay et al., 2020) были включены в 
обзор. Авторы делают вывод, что для определения влияния генетических вари-
аций на фармакокинетику рифампицина, как субстрата P-gp, для оптимизации 
химиотерапии туберкулёза необходимы дальнейшие контролируемые клини-
ческие исследования с достаточным количеством участников в выборках. 

В отличие от ABCB1 ген ABCG2 не столь высоко полиморфен. Наиболее 
широко изученными однонуклеотидными полиморфизмами являются сле-
дующие несинонимичные варианты: 421 C>A (rs2231142), а также 34 G>A 
(rs2231137) (Bruckmueller and Cascorbi, 2021). Несколько исследований in vitro 
и in vivo показывают, что полиморфизм 421 C>A (rs2231142) вызывает сниже-
ние уровня BCRP, в то время как некоторые исследования также описали сни-
жение активности АТФазы, что приводит к снижению функциональной актив-
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ности транспортера. Замена аминокислот в результате полиморфизма 34 G>A 
происходит во внутриклеточном домене и может влиять на встраивание BCRP 
в плазматическую мембрану (Bruckmueller and Cascorbi, 2021). В последние 
годы были проведены многочисленные исследования для анализа влияния по-
лиморфизмов гена ABCG2 на фармакокинетику широкого спектра лекарствен-
ных средств, включая противораковые препараты, статины, иммунодепрессан-
ты, противовирусные и противосудорожные препараты. Но среди субстратов 
данного белка нет ни одного антибиотика, также нет данных о влиянии поли-
морфизмов данного гена на устойчивость или чувствительность к туберкулёзу.

В ABCC11 выявлены однонуклеотидные полиморфизмы T1684C и G4002A, 
которые вызывают функциональные изменения в белке MRP1, и их встречае-
мость также различается в зависимости от этнической принадлежности. 

Таким образом, продемонстрировано, что снижение уровня P-gp в 
клетках кишечника за счёт полиморфизма гена ABCB1 сопровождается 
лучшим всасыванием препаратов, что приводит к повышению их концен-
трации в крови и возрастанию биодоступности. Данные о клинической 
значимости полиморфизмов гена ABCB1 при туберкулёзе лёгких доста-
точно противоречивы и существует необходимость в проведении допол-
нительных исследований, в том числе с учетом влияния гаплотипов на 
фармакокинетику противотуберкулёзных препаратов. Открытым также 
остаётся вопрос о взаимосвязи между полиморфизмом ABCB1 и активно-
стью туберкулёзного воспаления. 

1.6 Заключение к главе 1

Несмотря на то, что основные белки, опосредующие развитие МЛУ, были 
открыты 30‒50 лет назад, всё ещё остаётся много непонятного как в их струк-
турных особенностях, так и в реализации функциональной активности.
И эти завесы открываются только с разработкой новых высокотехнологичных 
методов исследования. Белки, опосредующие формирование МЛУ в клетках 
человека, демонстрируют различия в своей структурной организации, прин-
ципах функциональной активности и субстратной специфичности. Именно их 
структурное и функциональное разнообразие и обеспечивает формирование
в опухолевых клетках феномена МЛУ, а при других заболеваниях – участие 
этих белков в развитии лекарственной устойчивости к препаратам разного кли-
нического назначения, в том числе, и к противотуберкулёзным. 

При пероральном приёме противотуберкулёзные препараты должны прео-
долеть целый ряд барьеров в виде АТФ-связывающих белков, локализующих-
ся в клетках барьерных органов, прежде чем они достигнут свою мишень –
M. tuberculosis. Транспорт лекарственных препаратов через плазматические 
мембраны клеток человека, а также через клеточную стенку и плазматическую 
мембрану возбудителя является одним из важных аспектов в эффективном лече-
нии туберкулёза. Рифампицин, этамбутол, моксофлоксацин являются субстрата-
ми для P-gp. Для бедаквилина – одного из современных препаратов для лечения 
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лекарственно-устойчивого туберкулёза, данный вопрос не прояснён. Ингиби-
рование функциональной активности P-gp повышает эффективность действия 
не только рифампицина и этамбутола, но и бедаквилина в моделях in vitro и
in vivo, а также – ряда ингаляционных препаратов в модели ex vivo. Использо-
вание фармакологических ингибиторов P-gp совместно с антибиотиками рас-
сматривается в качестве перспективной стратегии повышения эффективности 
терапии при туберкулёзе лёгких. Изучение полиморфизмов генов белков МЛУ 
позволило лучше понять индивидуальные различия в метаболизме лекарств и 
будущие исследования их значения при противотуберкулёзной терапии должны 
быть направлены на более комплексные подходы к фармакогенетике для дости-
жения значимого персонализированного подхода в лечении туберкулёза.
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ГЛАВА 2

БЕЛКИ МЛУ В КЛИНИКЕ ТУБЕРКУЛЁЗА ЛЁГКИХ

2.1 Особенности гранулематозной реакции
и белки МЛУ при туберкулёзе 

Поражение органов дыхания человека M. tuberculosis происходит в подавля-
ющем большинстве случаев воздушно-капельным путём при контакте с бак-
териовыделителем или инфицированным материалом из окружающей среды. 
На вероятность заражения влияют: продолжительность контакта с больным 
активным туберкулёзом, статус иммунной системы и наличие сопутствующих 
заболеваний. Развитие туберкулёза протекает через разные стадии: от бессим-
птомной латентной инфекции до активных форм туберкулёза с различной сте-
пенью тяжести. Большинство людей, инфицированных M. tuberculosis, имеет 
статус латентно-инфицированных, то есть не имеет клинических признаков 
болезни, и только у 5–10% развивается активная форма туберкулёза.

Взаимодействие клеток и тканей макроорганизма с M. tuberculosis приводит 
к развитию защитной гранулематозной реакции, имеющей характерные для ту-
беркулёза морфологические проявления. Формирование гранулём происходит 
в месте внедрения возбудителя за счёт местных клеточных элементов и ми-
грирующих в эту зону клеток из кровеносного русла. Начало этого процесса 
связано с протеолитической несостоятельностью резидентных, альвеолярных 
макрофагов, расположенных на поверхности респираторного эпителия. Их 
низкая биоцидность и высокая устойчивость клеточных стенок возбудителя 
к ферментативному расщеплению ‒ причина внутриклеточного паразитиро-
вания не только микобактерий туберкулёза, но также Leishmania, Legionella, 
Pseudomonas (Mantovani et al., 2013). Патогенетически важно, что часть альве-
олярных макрофагов с незавершенным фагоцитозом M. tuberculosis попадают 
в богатый сосудами интерстиций, где становятся центром привлечения лим-
фоцитов и циркулирующих моноцитов. Направленное продвижение монону-
клеаров в зону гранулемогенеза связано с формированием градиента концен-
трации хемокинов, которые выделяют пораженные возбудителем резидентные 
макрофаги (Nguyen et al., 2012). К ним относятся такие медиаторы воспале-
ния, как TNF-α, IL1β, PAF (фактор активации тромбоцитов, от англ. platelet-
activating factor), MDC (макрофагальный хемокин, от англ. macrophage derived 
chemokine), лейкотриены (Khan et al., 2019, McMillan et al., 2004). Одновремен-
но сигнал к развитию гранулематозной реакции поступает на Т-лимфоциты 
и от дендритных клеток. Т-хелперные лимфоциты становятся эффекторами 
гиперчувствительности замедленного типа. Среди цитокинов, которые они вы-
рабатывают, важное значение для гранулемогенеза имеют фактор торможения 
миграции моноцитов и IL2. Они ускоряют приток и закрепляют моноциты в 
очаге инфекции, регулируют их трансформацию в макрофаги воспаления.
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Макрофаги воспаления принимают непосредственное участие в формиро-
вании адаптивного иммунного ответа и обеспечивают развитие защитных меха-
низмов, направленных как на элиминацию возбудителя за счёт фагоцитоза, так и 
ограничение зоны воспаления путем её фиброзирования. Возникающая при этом 
структурно-функциональная гетерогенность макрофагов воспаления связана со 
способностью клеток изменять свой фенотип в зависимости от условий микро-
окружения развитием реакций клеточного (опосредованного действием различ-
ных субпопуляций Т-лимфоцитов) и/или гуморального (иммунокомплексного) 
иммунитета. Такая пластичность макрофагов проявляется в процессе поляриза-
ции, обеспечивающей многообразие их функциональных возможностей. В насто-
ящее время выделяют 2 основных способа поляризации макрофагов воспаления: 
классический, который происходит при контакте макрофага с активированным 
Т-хелпером 1-го типа (Th1), и альтернативный, связанный с действием цитокинов, 
выделяемых Т-хелперами 2-го типа (Th2) (Mills et al., 2000; Лепеха Л.Н., 2017; 
Лепеха Л.Н., Ерохина М.В., 2024). Пластичность и поляризация оценивается по 
цитокиновому профилю и преобладанию тех или иных фагоцитарных рецепторов 
на поверхности клетки. В первом случае макрофаг приобретает фенотип М1 (про-
воспалительный), а во втором ‒ фенотип М2 (противовоспалительный).

Классически активированные макрофаги фенотипа M1 формируются под 
влиянием основных провоспалительных цитокинов (Lastrucci et al., 2015): 

‒ IFNγ стимулирует макрофаги к продукции IL12 и костимулирующих мо-
лекул CD80 и CD86. Цитокины IL6 и IL12 в синергизме с этими молекулами 
усиливают пролиферацию Т-лимфоцитов и их дифференцировку. 

‒ IL15 индуцирует продукцию макрофагами дополнительного ростового 
фактора Т-лимфоцитов. 

‒ MIF (фактор подавления миграции макрофагов) в синергизме с TNF-α ин-
дуцирует продукцию макрофагами нитроксидных радикалов. 

‒ TGFβ ‒ фактор хемотаксиса для гранулоцитов, моноцитов и лимфоцитов. 
‒ Они вырабатывают большое количество IL12, IL23, IL6 и незначительное 

количество IL10, а также являются активными продуцентами провоспалитель-
ных цитокинов, таких как IL1β и TNF-α (Xue et al., 2018). 

‒ Макрофаги с фенотипом М2 формируются в условиях действия противо-
воспалительных цитокинов: 

‒ IL10 снижает экспрессию CD80 и CD86, ингибирует продукцию и актив-
ность MIF, TNF-α, IL12. 

‒ IL4 и TGFβ ингибируют секрецию монокинов, но не снижают экспрессию 
костимулирующих молекул CD80 и CD86. 

‒ IL2 индуцирует продукцию макрофагами TGFβ, который ингибирует вы-
работку нитроксидных радикалов и простагландина Е2, снижает экспрессию 
рецепторов для IL2 на Т-лимфоцитах. 

‒ Все противовоспалительные цитокины угнетают продукцию макрофага-
ми нитроксидных радикалов. 

Они отличаются большими, чем у М1 регуляторными возможностями, уча-
ствуют в развитии иммунологического ответа Th2, стимулируют процессы ан-
гио- и фибриллогенеза (Martinez et al., 2008; Kreider et al., 2007). 
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Специфическим маркером М1-макрофагов является рецептор HLA-DR, ко-
торый связан с представлением внеклеточных пептидов Т-лимфоцитам. Дру-
гими маркерами М1-макрофагов являются CD64, CD32, CD16 – рецепторы
Fc-γ, инициирующие фагоцитоз и реакции иммуногенеза. Основными мар-
керами макрофагов М2-фенотипа являются MARCO-рецептор, маннозный 
рецептор (MRC1/CD206), металлопротеиназа-9 (MMP-9). MARCO-рецептор 
опосредует опсонин-независимый фагоцитоз (Jing et al., 2013). 

На начальной стадии воспаления в гранулемах преобладают провоспа-
лительные (M1) макрофаги. Активация M. tuberculosis фагоцитоза через 
маннозный рецептор способствует поляризации макрофагов в противо-
воспалительный (M2) фенотип и обеспечивает выживание в них возбуди-
теля. Динамика изменения соотношения М1/М2 макрофагов в гранулемах 
определяет исход инфицирования, вызванного M. tuberculosis (Marino et al., 
2015). Одним из механизмов защиты микобактерий туберкулёза от макро-
фагов является изменение их пути активации c провоспалительного состо-
яния М1 на противовоспалительное состояние М2 (Marino et al., 2015; Cho 
et al., 2020). М1 и М2 макрофаги обладают разными функциями и задачами 
в зоне воспаления, и соотношение М1/М2 является тем триггером, который 
регулирует направление течения воспалительного процесса при туберкулё-
зе лёгких (рис. 2.1).

Рис. 2.1. Роль М1 и М2 макрофагов при туберкулёзном воспалении в лёгких.
Рисунок сделан с помощью BioRender.com

Метод множественного иммунофенотипирования клеток на гистологиче-
ских срезах операционного материла лёгких пациентов с туберкулёзом выя-
вил, что в составе гранулём преобладают миелоидные клетки и лимфоциты 

Белки множественной лекарственной устойчивости при туберкулёзе лёгких

36



(McCaffrey et al., 2022). Миелоидные клетки представлены различными субпо-
пуляциями макрофагов, дендритных клеток и моноцитов с различной степенью 
экспрессии маркеров CD11c, CD11b, CD209, CD68, CD14, CD16 и CD206. В то 
время как лимфоидный состав представлен преимущественно CD4+ лимфоци-
тами (42,8%), CD8+ лимфоцитами (30,6%), а также B-лимфоцитами (23,9%). В 
и CD4+ Т-клетки более многочисленны в гранулемах без некротического цен-
тра, в то время как CD68 макрофаги ‒ в некротизирующих гранулёмах (Sawyer 
et al., 2023). Применение современной флуоресцентной микроскопии позволя-
ет расширить представления о локализации разных субпопуляций иммунных 
клеток в очагах специфического воспаления.

Различные цитокины, секретируемые преимущественно иммунными клет-
ками, являются основными регуляторами воспаления при туберкулёзе. При 
этом сложно однозначно сказать, какие цитокины играют защитную роль, 
способствуя установлению контроля над инфекцией, а какие способствуют 
прогрессированию заболевания или повреждению тканей (Domingo-Gonzalez 
et al., 2016). Наличие динамического баланса между про- и противовоспали-
тельными цитокинами необходимо для формирования адекватной гранулё-
матозной реакции и контроля за микобактериальной инфекцией (Marino et 
al., 2015). В табл. 2.1 суммированы современные данные о роли ключевых 
цитокинов при туберкулёзе.

Табл. 2.1. Роль основных цитокинов в регуляции туберкулёзного воспаления

Цитокин Основной
источник Роль при туберкулёзном воспалении

TNF-α M1 макрофаги

Инициирует и координирует продукцию множества 
провоспалительных цитокинов, необходим для фор-
мирования гранулёмы, низкий уровень может спо-
собствовать реактивации латентного ТБ, высокий 
уровень вызывает повреждение тканей (Saunders 
et al., 2005; Robert and Miossec, 2021; van Loo and 
Bertrand, 2023).

IFNγ

CD4+

 T-лимфоциты 
(Th1), 
CD8+ 

T-лимфоциты, 
NK клетки

Участвует в формировании гранулём, его дефицит 
связан с повышенным риском развития активных 
форм ТБ, активирует фагоциты, ограничивает мо-
ноцитарную и нейтрофильную инфильтрацию 
в зоны воспаления (Smith et al., 1997; Kim et al., 
2011).

TGFβ
Миофибробласты, 

эпителиодные клет-
ки, макрофаги

Участвует в формировании гранулёмы, подавляет 
продукцию IFNγ; высокий уровень вызывает чрез-
мерное образование рубцовой ткани и фиброз; необ-
ходим для заживления тканей в постинфекционном 
периоде (DiFazio et al., 2016; Gern et al., 2021; Cronan 
et al., 2021a)

Глава 2. Белки МЛУ в клинике туберкулёза лёгких

37



Цитокин Основной
источник Роль при туберкулёзном воспалении

IL1β Дендритные клетки, 
макрофаги

Активирует фагоцитоз, необходим для установления 
контроля над патогеном, сдерживает репликацию бак-
терий, способствует нейтрофильной инфильтрации 
паренхимы лёгких (Jayaraman et al., 2013; Silvério et 
al., 2021)

IL10
T-регуляторные 

лимфоциты, 
M2 макрофаги

Блокирует созревание фагосом в макрофагах, презен-
тацию антигена в дендритных клетках, ингибирует 
индукцию Th1 ответа лимфоцитами и IFNγ-опосредо-
ванную активацию макрофагов (Oswald et al., 1992), 
но также необходим для ремоделирования тканей и 
заживления в постинфекционном периоде (Domingo-
Gonzalez et al., 2016)

IL6
Миелоидные и 

лимфоидные типы 
клеток

Обеспечивает ранний иммунитет против M. tuberculosis, 
критически важен при высокой бактериальной нагруз-
ке, способствует рекрутированию моноцитов в зону вос-
паления, вызывает «цитокиновый шторм» (Ladel et al., 
1997; Bost et al., 2020; Boni et al., 2022).

Таким образом, за последние годы значительно расширились не только 
представления о клеточном составе гранулём, но и о спектре и роли ци-
токинов, продуцируемых этими клетками. Развитие этой области знаний 
способствовало интенсивному формированию патогенетического направ-
ления в терапии туберкулёза лёгких – терапии, направленной на пациен-
та или «терапии, направленной на хозяина» (HDR, от англ. Host-directed 
therapy). Цель этой терапии – поиск диагностических и прогностических 
маркеров, а также мишеней в организме пациента, через воздействие на 
которые возможно влиять на развитие и исход заболевания.

Белки МЛУ при туберкулёзном воспалении

В развитии разных респираторных заболеваний, и прежде всего туберкулё-
за, роль белков МЛУ не всегда удаётся идентифицировать. Это связано с разно-
образным клеточным составом и сложной архитектурной организацией лёгких 
как в норме, так и при развитии патологических процессов. Например, для раз-
ных вариантов рака лёгкого продемонстрирована связь между высокими уров-
нями экспрессии генов МЛУ и снижением эффективности проводимой проти-
воопухолевой химиотерапии. Повышение уровня экспрессии генов ABCB1 и 
ABCC1 (в статье MRP1, MDR1) и их белков коррелирует с инвазивным потен-
циалом, метастазированием и частотой рецидивов таких опухолей. Высокие 
уровни экспрессии генов и белков МЛУ свидетельствуют о неблагоприятном 
прогнозе течения заболевания (Trussardi-Regni et al., 2007). 

В иммунных клетках на уровень экспрессии гена ABCB1 белка P-gp мо-
гут оказывать влияние различные факторы, которые присутствуют при ту-
беркулёзном воспалении. 

Окончание таблицы 2.1
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Так, показано, что провоспалительные цитокины повышают уровень экс-
прессии гена ABCB1 в иммунных клетках:

‒ IFNγ увеличивает уровень экспрессии ABCB1 в макрофагах (Puddu et al., 
1999); 

‒ в мононуклеарах периферической крови цитокины IL2, IL6, IL12, TGFβ, 
TNF-α и IFNγ повышают экспрессию ABCB1 (Liptrott et al., 2009);

‒ в клеточных линиях CCRF-CEM (острая лимфобластная лейкемия) и 
THP-1 (острый моноцитарный лейкоз) уровень экспрессии ABCB1 увеличи-
вается под воздействием как ЛПС, так и таких цитокинов, как TNF-α, IL1β, 
IL6 и IL17 (Liu et al., 2015);

‒ в лимфоцитах TNF-α и IL17 оказывают наиболее сильные стимулирующие эф-
фекты, увеличивая уровень экспрессии ABCB1 в 5,9 раз и 4,2 раза соответственно;

‒ в моноцитарных клетках наиболее сильный эффект оказывал ЛПС, кото-
рый увеличивал уровень экспрессии гена ABCB1 в 15,2 раза, а TNF ‒ в 7,1 раза.

Необходимо принимать во внимание не только используемые эксперименталь-
ные модели, но и временные рамки проведения исследований. Так, Harts и соавто-
ры продемонстрировали изменение функциональной активности P-gp в зависимо-
сти от сроков эксперимента. Под действием TNF-α и эндотелина-1 в капиллярах 
головного мозга крыс в течение нескольких минут происходит инактивация P-gp 
(Hartz et al., 2006). Однако результаты исследования долгосрочных последствий 
воздействия TNF-α и эндотелина-1 показали, что снижение активности P-gp не 
сопровождается снижением транскрипционной активности Abcb1: после 2‒3-ча-
сового плато низкой активности P-gp наступало резкое увеличение как его транс-
портной активности, так и экспрессии гена. И эти показатели превысили в 2 раза 
показатели контрольной группы (Bauer et al., 2007). 

Патогенные внутриклеточные микроорганизмы также могут влиять на экс-
прессию генов ABC-транспортёров:

‒ продемонстрировано влияние M. tuberculosis на изменение уровня экс-
прессии ABCB1 в клеточной линии промоноцитов U1 (субклон линии U937 
хронически инфицированных вирусом ВИЧ). Было показано, что в макрофагах 
с персистирующим ВИЧ повышается экспрессия гена ABCB1 при заражении 
M. tuberculosis  (Gollapudi et al., 1994); 

‒ показана индукция транскрипции гена ABCB1 в моноцитах THP-1 при их 
инфицировании Listeria monocytogenes (Sigal et al., 2015);

‒ исследовано влияние Staphylococcus aureus и Escherichia coli на экспрес-
сию ABCB1, ABCC1, ABCG2 (в статье MDR1, MRP1 и BCRP) в эпителиальных 
клетках HC11 (эпителий молочных желез), и обнаружено повышение уровня 
экспрессии гена ABCB1. Для генов ABCC1 и ABCG2 такого эффекта показано 
не было. Стоит также отметить, что авторы работы обнаружили сильную кор-
реляцию между экспрессией ABCB1 и гена цитокина IL6 в ответ на инфициро-
вание (Yagdiran et al., 2016); 

‒ экспрессия ABCB1 увеличивается в макрофагах человека, полученных 
из моноцитов периферической крови, на поздних стадиях их инфицирования
M. tuberculosis (Wu et al., 2019).

Глава 2. Белки МЛУ в клинике туберкулёза лёгких

39



‒ На экспрессию P-gp может влиять гипоксия, которая, как было продемон-
стрировано современными методами исследования, выражена в лёгких паци-
ентов с туберкулёзом лёгких (Belton et al., 2016); 

‒ на культуре клеток LS513 (карцинома толстой кишки человека) показано, 
что гипоксия индуцирует экспрессию HIF1α и ABCB1, а ингибирование HIF1α, 
в свою очередь, приводит к снижению экспрессии ABCB1 (Ding et al., 2010);

‒ на клеточной линии немелкоклеточной карциномы лёгкого человека про-
демонстрировано, что ингибирование HIF1α приводит к снижению уровня экс-
прессии гена ABCB1 и уровня P-gp в клетках (Chen et al., 2016)

Отмечается роль BCRP в формировании механизмов защиты клеток против 
гипоксии (Sarkadi et al., 2004). 

Одним из механизмов защиты микобактерий туберкулёза от внутриклеточ-
ных механизмов макрофагов является изменение пути их активации c провос-
палительного М1 на противовоспалительный ‒ М2 (Зенков и др., 2015). Одной 
из причин выживаемости возбудителя в М2 макрофагах может быть более вы-
сокая активность P-gp: в макрофагах с фенотипом M2 функциональная актив-
ность P-gp выше, чем в М1-макрофагах (Cory et al., 2016).

Таким образом, в исследованиях, в первую очередь, уделяется внима-
ние роли P-gp при воспалении и продемонстрировано, что на его экспрес-
сию и функциональную активность могут оказывать влияние различные 
факторы воспаления.

Не только различные факторы воспаления влияют на экспрессию P-gp, но и 
P-gp может оказывать влияние на выраженность и специфику воспалительного 
ответа. 

Так, мыши с тройным нокаутом по генам Abcc1/Abcb1a/Abcb1b демонстри-
ровали сниженный воспалительный ответ на воздействие сигаретным дымом. 
У таких мышей выявлено снижение уровня провоспалительных цитокинов, 
уменьшение числа воспалительных инфильтратов в лёгких, меньше макрофагов 
и B-лимфоцитов (van der Deen et al., 2007).

На модели экспериментального аутоиммунного энцефаломиелита как на 
острой, так и на прогрессирующей стадии было показано, что мыши с двойным 
нокаутом по генам Abcb1a/Abcb1b демонстрируют снижение клинических призна-
ков заболевания по сравнению с животными дикого типа. Наблюдаемые разли-
чия в клинических признаках связаны с более низким уровнем демиелинизации 
нейронов в головном мозге нокаутных мышей и гораздо меньшим количеством 
макрофагов в воспалительных инфильтратах. Кроме того, у нокаутных мышей 
практически не было T-лимфоцитов в воспалительных инфильтратах как в острой
(15 дней), так и в прогрессирующей (29 дней) фазах заболевания (Kooij et al., 2009).  

Предполагается, что P-gp участвует в транспорте провоспалительных цито-
кинов (TNF-α, IL2, IL4, IL12, IFNγ) из T-лимфоцитов, так как ингибирование 
P-gp уменьшает их секрецию (Drach et al., 1996). 

P-gp участвует в цитотоксической эффекторной функции как CD8+ T-лим-
фоцитов (Gupta et al., 1992), так и NK-клеток (Klimecki et al., 1994). Эффек-
торные ответы NK-клеток человека были снижены в присутствии ингибито-
ров, блокирующих функции P-gp.  Хотя позже в работе Schinkel с соавторами 
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(1997) было показано, что NK-клетки мышей с двойным нокаутом по генам 
Abcb1a и Abcb1b проявляют цитотоксические эффекты, сравнимые с таковыми 
у NK-клеток мышей дикого типа (Schinkel et al., 1997).

P-gp может быть необходим для созревания и активации дендритных кле-
ток.  Ингибирование функциональной активности P-gp венлафаксином пре-
пятствует созреванию и активации дендритных клеток, что подтверждается 
низкой экспрессией костимулирующих молекул (CD80, CD86, MHCI, MHCII) 
и снижением уровня секреции цитокинов IL1а, IL10 и IL12 в ответ на стимуля-
цию ЛПС (Lee et al., 2011). Ингибирование функциональной активности P-gp 
также влияет на функции дендритных клеток, уменьшая их способность сти-
мулировать аллогенную пролиферацию T-клеток. 

Таким образом, белки МЛУ выявляются в клетках, играющих ключе-
вую роль при воспалении. Факторы воспаления, такие как возбудитель, 
провоспалительные цитокины, гипоксия индуцируют активность белков 
МЛУ. Необходимо отметить, что все эти факторы присутствуют при ту-
беркулёзном воспалении и могут быть индукторами активности белков 
МЛУ. С другой стороны, многочисленные исследования in vitro и in vivo 
подтверждают иммуномодулирующую роль в первую очередь P-gp и его 
влияние на выраженность и активность воспалительной реакции, что 
подчёркивает актуальность их изучения при туберкулёзном воспалении. 

2.2 Морфологическая характеристика туберкулём, визуализация
M. tuberculosis и анализ экспрессии генов белков МЛУ

В нашем исследовании мы использовали резекционные образцы лёгких, по-
лученные исключительно от пациентов с диагнозом «туберкулёма». Туберкулёма 
лёгкого – форма туберкулёза, при которой в лёгком формируется инкапсулирован-
ный казеозно-некротический очаг, обычно округлой формы (Авербах М.М., 1964; 
Лепеха и др., 2017). Если в середине прошлого века доля туберкулём среди других 
форм туберкулёза лёгких составляла 1% (Авербах М.М., 1964), то к настоящему 
времени их доля увеличилась до 20% (Giller et al., 2018).

Ориентация только на эту клиническую форму позволила:
1) стандартизировать образцы для анализа и исключить влияние факторов, 

связанных с другими формами туберкулёза; 
2) выделить для анализа отдельно группы с высокой и умеренной активно-

стью специфического воспаления.
Классическая туберкулёма представляет собой объёмное образование диа-

метром более 12 мм. В центре туберкулёмы располагается область казеозного 
некроза, отграниченного капсулой от зоны альвеол.  Капсула туберкулёмы име-
ет 2 слоя: наружный фиброзный слой, состоящий из коллагеновых волокон, и 
внутренний грануляционный слой, состоящий преимущественно из макрофа-
гов, эпителиоидных клеток и клеток Пирогова ‒ Лангханса, а также сегменто-
ядерных нейтрофилов и лимфоцитов (Холодок и др., 2014; Giller et al., 2018). 
Сам процесс формирования туберкулём может находиться на разной стадии.
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Морфологическая характеристика туберкулём

Для туберкулём с высокой активностью воспалительного процесса харак-
терно наличие рыхлого казеозного некроза с участками расплавления в его 
центре или по периферии. Он окружен непрерывным грануляционным слоем, 
обильно инфильтрированным лимфоцитами и макрофагами, среди которых 
определяются нейтрофильные лейкоциты и их небольшие скопления (рис. 2.2). 
Макрофаги формируют многоядерные формы, в том числе в виде характер-
ных клеток Пирогова ‒ Лангханса. Также имеются отдельные эпителиоидные 
клетки и формирующиеся эпителиоидно-клеточные гранулёмы. Фиброзный 
слой, более тонкий, чем грануляционный, состоит преимущественно из волок-
нистых структур. Он также может быть инфильтрирован клеточными элемен-
тами воспаления, которые распространяются на окружающую легочную ткань 
с формированием зон неспецифической пневмонии (рис. 2.3, 2.4).

Рис. 2.2. Туберкулема легкого с признаками высокой активности воспалительного процесса. 
Казеозный некроз (КЗ) с участками расплавления в центре окружен капсулой,

состоящей из широкого грануляционного слоя (ГС), содержащего формирующиеся
эпителиоидно-клеточные гранулёмы (ЭКГ), и узкого фиброзного слоя (ФС);

перифокальная зона с фрагментами неспецифической пневмонии (НП).
Окраска гематоксилином и эозином. Масштабный отрезок 100 мкм
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Характерной особенностью туберкулём с высокой активностью воспали-
тельного процесса является наличие свежих очагов отсева, которые выявляют-
ся как в перифокальной зоне, так и в более отдалённой лёгочной ткани. Чаще 
всего они носят лимфогематогенный характер, имеют вид формирующихся 
или полностью сформированных эпителиоидно-клеточных гранулем с некро-
зом или без (рис. 2.4а). Повсеместно определяются небольшие участки казеоз-
ного некроза, обычно окруженные непрерывным слоем грануляционной ткани 
и фиброзным слоем различной степени выраженности (рис. 2.4б).

Рис. 2.3. Особенности клеточного состава  грануляционного слоя туберкулёмы с высокой 
активностью воспалительного процесса: а – участок лимфоцитарного инфильтрата, клетки 
Пирогова ‒ Лангханса; б ‒ нейтрофильные лейкоциты среди  макрофагов и эпителиоидных 

клеток. Окраска гематоксилином и эозином. Масштабные отрезки а, б = 40 мкм
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Рис. 2.4. Очаги отсева туберкулёмы лёгкого с признаками высокой активности воспалитель-
ного процесса: а – эпителиоидно-клеточная гранулёма (ЭКГ) с некрозом; б ‒  очаг казеозного 

некроза (КЗ), окруженный грануляционным (ГС) и фиброзным слоями (ФС). Окраска гематок-
силином и эозином. Масштабный отрезок а, б = 200 мкм 

При умеренной активности воспалительного процесса туберкулёмы лёгкого 
имеют уплотненный казеозный некроз без выраженных признаков расплавле-
ния. Он по-прежнему окружён двуслойной капсулой, состоящей из грануляци-
онного и фиброзного слоёв, но последний значительно шире, содержит сфор-
мированные пучки соединительно-тканных волокон (рис. 2.5).
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Грануляционный слой чаще всего фрагментирован, содержит клеточные эле-
менты воспаления, среди которых преобладают макрофаги и лимфоциты, опре-
деляются отдельные нейтрофилы, многоядерные макрофаги «типа инородных 
тел» и/или Пирогова ‒ Лангханса. В отдельных случаях здесь же выявляются 
формирующиеся эпителиоидно-клеточные гранулёмы без некроза. В перифо-
кальной зоне туберкулём на значительном протяжении сохраняется воздушная 
паренхима, можно видеть небольшие скопления лимфоцитов, в том числе с фор-
мированием отдельных лимфонодулей. Здесь же определяются немногочислен-
ные эпителиоидно-клеточные гранулёмы продуктивного типа (рис. 2.6а), а так-
же очаги казеозного некроза с признаками организации (рис. 2.6б).

Рис. 2.5. Туберкулёма с 
признаками умеренной 
активности воспалительно-
го процесса: а ‒ фрагмент 
туберкулёмы, преобладает 
фиброзный слой (ФС), сфор-
мированный волокнами и 
фибробластами, сохраняются 
участки грануляционной 
ткани (ГС), перифокально 
определяется воздушная 
паренхима (ВП);
б – фрагмент туберкулёмы с 
увеличением, область казе-
озного некроза (КЗ) и клетки 
грануляционного слоя, среди 
которых умеренное количе-
ство лимфоцитов и макрофа-
гов, отдельные нейтрофилы, 
эпителиоидные клетки 
и фибробласты. Окраска 
гематоксилином и эозином. 
Масштабные отрезки:
а = 200 мкм,
б = 40 мкм
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Последние содержат равномерно уплотненный казеоз, окруженный неболь-
шими фрагментами грануляционной ткани и зрелым фиброзным слоем.

Для высокой активности воспаления характерна инфильтрация перифо-
кальной зоны клетками воспаления и образование гранулём без очагов не-
кроза, а также очагов отсева. Мы предположили, что эти инфильтраты могут 
включать иммунные клетки с высокой экспрессией ABC-транспортёров и про-
анализировали их экспрессию в области прилегающей к капсуле туберкулёмы, 
так называемой перифокальной области (ПФО). Ткани лёгких, окружающие 
туберкулёмы, сенсибилизированы и высокочувствительны к туберкулину даже 
при его инъекции в отдалённые от специфического туберкулёзного воспаления 
области лёгких (Hunter, 2020). В связи с этим мы предположили, что анализ 
экспрессии генов ABCB1, ABCC1 и ABCG2 в перифокальной области будет в 
большей степени отражать системный характер воспаления и параметры им-
мунной системы, чем непосредственно внутри туберкулём.

Рис. 2.6. Очаги отсева 
при туберкулёме лёгкого 
с признаками умеренной 
активности воспалительного 
процесса: а – эпителиоидно-
клеточная гранулёма 
продуктивного типа с 
многоядерными макрофагами 
(ММ); б – очаг казеозного 
некроза (КЗ) с признаками 
организации, отложениями 
холестерина (ХС) и солей 
кальция (КЛ). Окраска 
гематоксилином и эозином. 
Масштабный отрезок:
а = 200 мкм,
б = 100 мкм
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Иммунофлуоресцентная визуализация M. tuberculosis

В настоящее время при диагностике туберкулёза использование световой 
микроскопии более распространено, чем использование флуоресцентной ми-
кроскопии.  В то же время, появление лазерной конфокальной микроскопии 
значительно расширяет возможности анализа гистологических препаратов.

В целях оценки присутствия и распределения M. tuberculosis в разных зо-
нах туберкулём была разработана технология их иммуногистохимической 
верификации (совместно с д.б.н. Е.Е. Воронежской и д.б.н. Л.П. Незлиным, 
ИБР им. Н.К.Кольцова РАН). Традиционным морфологическим методом, ко-
торый применяется для выявления M. tuberculosis при помощи световой ми-
кроскопии, является окрашивание по методу Циля ‒ Нильсена: на рис. 2.7а 
представлены многочисленные скопления M. tuberculosis в зоне некроза, вы-
явленные данным методом. Следует отметить, что методика окрашивания
M. tuberculosis по методу Циля ‒ Нильсена имеет ряд ограничений: метод не 
является строго специфичным для туберкулёзных микобактерий, так как вы-
зывает окрашивание и других кислотоустойчивых микроорганизмов (Muller 
and Taylor, 1972; Henriksen and Pohlenz, 1981). С учётом того, что размеры 
одиночных микобактерий находятся на пределе оптического разрешения ми-
кроскопа, вероятность их идентификации в ткани при низкой плотности рас-
пределения резко снижается (рис. 2.7б). В случае низкой плотности распре-
деления M. tuberculosis выявляются в виде трудно идентифицируемых редких 
одиночных колоний, состоящих из 2‒3 палочковидных микобактерий (раз-
мер бактерии 1 мкм), или в виде одиночных округлых бактерий (размером
до 0,5 мкм), (рис. 2.7в-е), что затрудняет верификацию диагноза. В связи с этим, 
для более специфичного выявления и оценки распределения M. tuberculosis на 
гистологических срезах был разработан иммуногистохимический метод выяв-
ления M. tuberculosis с использованием поликлональных антител (получены
В.Г. Авдиенко, отдел иммунологии ЦНИИТ) с последующим их флуоресцент-
ным маркированием и визуализацией при помощи конфокальной лазерной
сканирующей микроскопии (Erokhina et al., 2016, 2019).

Рис. 2.7. Окрашивание M. tuberculosis по методу Циля ‒ Нильсена в туберкулёмах лёгких. 
Скопление M. tuberculosis в области казеозного некроза в образце с высокой (а) и умеренной (б) 

активностью воспалительного процесса. Масштабный отрезок = 10 мкм

Глава 2. Белки МЛУ в клинике туберкулёза лёгких

47



Для этого сначала при среднем увеличении микроскопа с использованием 
техники автоматической сшивки соседних изображений получали обзорный 
снимок участка ткани площадью до 10 мм2 и толщиной 50 мкм. После этого 
определяли на нём различные зоны туберкулёзного воспаления ‒ область казе-
озного некроза и перифокальную зону (рис. 2.8).

Рис. 2.8. Иммуногистохимическое выявление M. tuberculosis в туберкулёмах лёгких
(общий вид среза). Обзорное изображение гистологического среза толщиной 50 мкм
(FV10i, объектив10x/0.4, автоматическая сшивка 20 последовательных изображений)

с морфологической идентификацией области казеозного некроза и перифокальной зоны.
Масштабный отрезок = 1 мм. Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия

Анализ области казеозного некроза показал, что в ней выявляются как круп-
ные скопления, так и единичные бактерии (рис. 2.9). При большом увеличении 
микобактерии туберкулёза были обнаружены в виде агрегатов из палочковид-
ных бактерий и их округлых форм (рис. 2.9а,б), выявлены характерные коло-
нии из 3‒7 бактерий и одиночные палочковидные формы длиной от 1 до 2 мкм. 

Рис. 2.9. Иммунофлуоресцентное выявление M. tuberculosis в туберкулёме лёгкого
(казеозный некроз). обнаружены группы (а) и небольшие скопления M. tuberculosis (б).
Вставки: увеличение структур, отмеченных стрелками. Масштабный отрезок = 10 мкм.

Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия
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Обзорные изображения, полученные с перифокальной зоны, показали, что 
M. tuberculosis формируют крупные скопления (рис. 2.10а), имеют дисперсное 
распределение (рис. 2.10б) или образуют одиночные колонии, в которых бакте-
рии имеют палочковидную форму и размеры от 0,5 до 1 мкм. 

Рис. 2.10. Иммунофлуоресцентное выявление M. tuberculosis в туберкулёме лёгкого
(перифокальная зона). M. tuberculosis представлены в виде крупных

(а) или мелких скоплений (б). Вставки: увеличенное изображение структур,
показанных стрелками. Масштабный отрезок = 10 мкм.

Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия

3D-реконструкция позволяет проанализировать структуру отдельных бакте-
рий и их агрегатов в проекциях XY и XZ (рис. 2.11). 3D-анализ подтвердил, что 
округлые бактерии сохраняют свою форму во всех проекциях, что доказывает 
наличие атипичных, округлых форм бактерий в тканях лёгких при туберкулёзе.

Рис. 2.11. Иммунофлуоресцентное выявление M. tuberculosis в перифокальной области тубер-
кулёмы: а – скопление M. tuberculosis округлой и вытянутой формы; б – вид M. tuberculosis
при большом увеличении в области, отмеченной прямоугольником; в – проекция XZ после

деконволюции показывает, что структуры действительно округлой формы,
масштабный отрезок = 2 мкм. Конфокальная лазерная

сканирующая микроскопия

Полученный результат демонстрирует преимущества использования гистоло-
гических срезов толщиной 50 мкм и полученных с них оптических срезов (20 мкм 
и более) перед стандартными гистологическими срезами для выявления массива 
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M. tuberculosis. Одиночные M. tuberculosis, их скопления и колонии выявляются как 
в зоне казеозного некроза, так и в перифокальной области. Использование метода 
конфокальной лазерной сканирующей микроскопии позволило подтвердить нали-
чие видоизменённых форм M. tuberculosis, имеющих округлую форму и размеры 
0,5 мкм в клиническом материале. Иммуногистохимическое маркирование с ис-
пользованием поликлональных антител и методических возможностей конфокаль-
ной микроскопии подтвердило присутствие M. tuberculosis как в зонах казеозного 
некроза, так и в перифокальной области во всех клинических образцах туберкулём 
лёгкого, выбранных для дальнейшего анализа на экспрессию генов белков МЛУ.

Анализ экспрессии генов ABCB1, ABCC1, ABCG2 ABC-транспортёров
(P-gp, MRP1, BCRP) в перифокальной зоне туберкулём

Для проведения молекулярно-генетического анализа экспрессии генов бел-
ков МЛУ при туберкулёзном воспалении была разработана методология забо-
ра образцов из разных зон специфического воспаления для определения наи-
более информативной из них. Методология была разработана с участием к.б.н. 
Екатерины Юрьевны Рыбалкиной на базе лаборатории генетики опухолевых 
клеток НИИ Канцерогенеза.

В целях разработки методологии анализа экспрессии генов ABCB1, ABCC1, 
ABCG2 материал брался из некротического очага, зоны капсулы и, как правило, из 
2 участков перифокальной области (на расстоянии примерно 0,5 см от капсулы). 
Первоначальная оценка качества выделения общей РНК из 12 образцов показала, 
что в областях некротического очага РНК сильно разрушена и в 1%  агарозном 
геле реперные участки, соответствующие рибосомной РНК, не регистрируются 
(рис. 2.12). 

Рис. 2.12. Примеры оценки качества общей РНК, выделенной из образцов перифокальной 
зоны (7а, 7б), капсулы (8а, 8б, 9, 10) и области некроза (11). Указаны полосы, соответствую-

щие рРНК 28S, 18S и 5S (рис. слева). На рис. справа показан пример экспрессии генов ABCB1, 
ABCC1, ABCG2 в перифокальной зоне туберкулёмы (полуколичественный метод ОТ-ПЦР) 

В связи с этим было решено не брать в анализ область капсулы, так как ма-
териал капсулы в результате забора оказывался гетерогенным, иногда с преобла-
данием участков некроза. Это сказывалось на результатах анализа сохранности 
РНК. Соответственно, для дальнейшего анализа экспрессии генов МЛУ был ис-
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пользован только материал, полученный из перифокальной зоны туберкулём. В 
дальнейшем в реакцию обратной транскрипции брали только образцы с общей 
РНК высокого качества. 

Молекулярно-генетический анализ экспрессии генов был сделан в период 
2017‒2018 гг. (выборка 1) и 2021‒2022 гг. (выборка 2) методом ПЦР в реаль-
ном времени. В главе представлены результаты обоих исследований (выборки 
составили 26 и 35 пациентов соответственно).

Анализ полученных данных показал, что в выборке 1 во всех образцах тубер-
кулём (перифокальные зоны) регистрируется экспрессия 3 основных генов МЛУ 
человека: ABCB1, ABCC1 и ABCG2. При этом наблюдается значительная вариа-
бельность в уровнях экспрессии анализируемых генов: наиболее высокие значения 
характерны для гена ABCB1, низкие – для генов ABCC1 и ABCG2 (табл. 2.2). Разни-
ца в уровне экспрессии между геном ABCB1 (наиболее высокая экспрессия) и ге-
ном ABCC1 (самый низкий уровень экспрессии) различается в 270 раз при умерен-
ной активности воспалительного процесса и в 299 раз – при высокой активности. 

Табл. 2.2. Анализ экспрессии генов ABCB1, ABCC1, ABCG2 в туберкулёмах с разной 
активностью воспаления (выборка 1)

                    группы
гены

туберкулёмы с умеренной 
активностью

туберкулёмы с 
выраженной активностью

АВСВ1 29.70
(21,40–36,30)

215.00*
(132,0–236,00)

ABCC1 0,11
(0,057–0,14)

0,72*
(0,345–1,15)

ABCG2 2,5
(0,8–3,1)

7,3*
(5,1–9,0)

Даны значения медианы и квартили 1‒3 (25‒75%). N (УА) = 14; N (ВА) = 12, 
где N – число пациентов; * ‒ p < 0,01

Выявлено, что медианы уровней экспрессии генов ABCB1, ABCC1 и 
ABCG2 демонстрируют более высокие значения при высокой активности 
туберкулёзного воспаления (в 7,2, 6,5 и 2,9 раз соответственно) по сравне-
нию с умеренной активностью воспалительного процесса. Наиболее суще-
ственное увеличение экспрессии идентифицировано для гена ABCB1: с 29,7 
у.е. при умеренной активности воспаления до 215 у.е. при высокой активно-
сти воспалительного процесса. Данные статистически значимы при p < 0,05 
(U-критерий Манна ‒ Уитни).

В выборке 2 наблюдалась значительная вариабельность в уровне экспрес-
сии анализируемых генов: для ABCB1 выявлены самые высокие значения от-
носительного уровня экспрессии ‒ 36,34 (23,02–118,81) у.е., средние значения 
для ABCG2 ‒ 3,75 (1,36–7,96) у.е. и самые низкие значения для ABCC1 ‒ 0,14 
(0,08‒0,58) у.е. Значения экспрессии генов для групп туберкулём с разной ак-
тивностью воспаления приведены в табл. 2.3. 
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Табл. 2.3. Анализ экспрессии генов ABCB1, ABCC1, ABCG2 в туберкулёмах с разной активностью 
воспаления (выборка 2)

                             группы
гены

туберкулёмы с умеренной 
активностью

туберкулёмы с высокой 
активностью

АВСВ1 25.00
(23.87–47.95)

102.65*
(38.43–148.12)

ABCC1 0,2
(0,1–1,0)

0,2
(0,1–0,5)

ABCG2 3
(1,0–7,5)

6
(2,0–12,0)

Даны значения медианы и квартили 1‒3 (25‒75%). N (УА) = 15; N (ВА) = 20, 
где N – число пациентов; * ‒ p < 0,01

Данные, полученные на клиническом материале ‒ туберкулёмах, согласу-
ются с полученными нами ранее результатами об уровнях экспрессии генов 
ABCB1 (MDR1), ABCG2 (BCRP), ABCC1 (MRP1) в лёгких при фиброзно-ка-
вернозном туберкулёзе (Ерохина и др., 2016). В перифокальной зоне при этом 
варианте туберкулёзного процесса наиболее высокий уровень экспрессии был 
характерен для генов ABCB1 и ABCG2. 

В туберкулёмах лёгких при активном воспалительном процессе увеличивается 
число лимфоцитов в прилежащей к капсуле перифокальной области (Холодок и 
др., 2014). По данным проекта GeneAtlas (http://biogps.org), для CD8+ T-лимфоци-
тов характерен высокий уровень мРНК гена ABCB1 (71,05 у.е.). Для CD4+ T-лим-
фоцитов он составляет 37,7 у.е. Высокий уровень экспрессии ABCB1 характерен 
также для NK-клеток (128,65 у.е.) и В-лимфоцитов (152,25 у.е.). По одним науч-
ным данным для моноцитов не свойственна экспрессия гена ABCB1, по другим – в 
моноцитах может регистрироваться его экспрессия на очень низком уровне. 

Сравнительные значения экспрессии генов белков P-gp, MRP1, BCRP при-
ведены в табл. 2.4.

Табл. 2.4. Уровень экспрессии генов белков МЛУ в клетках человека (сделано на осно-
ве ресурса GeneAtlas (http://biogps.org)

Гены 
МЛУ

Клетки

Лёгкие/эпителий 
бронхов

CD8+

(Т-лимфоциты)
CD56+

(NK-клетки)
CD14+

(моноциты)

ABCB1 9.4/7.7 71.05 128.65 7.65
ABCC1 8.85/23.05 11.95 11.6 15.65
ABCG2 208.55/10.30 6.3 8.6 7.15
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Таким образом, увеличение в перифокальной зоне туберкулёмы присут-
ствия CD8+ Т-, В-лимфоцитов или NK-клеток может внести существенный 
вклад в увеличение значений медианы уровня экспрессии этого гена у пациен-
тов с активными туберкулёмами. Другая гипотеза предполагает, что индукция 
экспрессии ABCB1 в иммунных клетках и в клетках эпителия может происхо-
дить под влиянием M. tuberculosis, провоспалительных цитокинов, гипоксии. 

Анализ разных зон туберкулём позволил установить, что для опреде-
ления уровня экспрессии генов белков МЛУ в операционном материале 
необходимо брать перифокальную зону как наиболее информативную
в целях проведения молекулярно-генетического анализа. Исходя из дан-
ных ПЦР-анализа экспрессии генов ABCB1, ABCC1, ABCG2 основных бел-
ков МЛУ P-gp, MRP1, BCRP, в качестве дальнейшего гена интереса был 
выбран ген ABCB1 белка P-gp. Экспрессия этого гена значительно выше 
в образцах туберкулём с высокой активностью специфического воспале-
ния. Это поставило вопрос о ее взаимосвязи с факторами туберкулёзно-
го воспаления, опосредующими высокую активность воспалительного 
процесса при туберкулёзе лёгких. Этот вопрос был изучен путём включения
в анализ генов ключевых цитокинов, регулирующих воспаление при туберку-
лёзе лёгких, таких как IL6, IL10, IFNG, TGFB1, TNF, IL1B, HIF1A. 

2.3 Взаимосвязь экспрессии генов P-gp
и цитокинов при разной активности туберкулёзного процесса

Сравнение экспрессии генов анализа выявило более высокий уровень экс-
прессии в группе туберкулём с высокой активностью (ВА) специфического 
воспаления для генов ABCB1, IL1B, TNF, TGFB1, IL6, по сравнению с группой 
умеренной активности (УА) (табл. 2.5). При этом для генов ABCB1, IL1B, IL6 в 
группе ВА показан также и наибольший разброс диапазона данных, что свиде-
тельствует о значительной гетерогенности туберкулём этой группы по данному 
параметру. Наиболее высокий разброс данных характерен для гена IL6 – от ми-
нимальных значений, сравнимых с группой УА, до максимальных значений в 
группе ВА, которые возрастают более чем в 400 раз по сравнению с группой УА.

Табл. 2.5. Сравнительный анализ экспрессии генов в туберкулёмах с умеренной и вы-
сокой активностью

                  Группы
Гены

Все образцы
туберкулём

Туберкулёмы 
с умеренной 
активностью

Туберкулёмы 
с высокой 

активностью

АВСВ1 63.5
(34.25–125.78)

25.00
(23.87 – 47.95)

102.65*
(38.43 – 148.12)

IL1B 23.70
(13.7‒ 67.2)

13.48
(9.86‒25.0)

41.98*
(21.51‒99.9)
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                  Группы
Гены

Все образцы
туберкулём

Туберкулёмы 
с умеренной 
активностью

Туберкулёмы 
с высокой 

активностью

IL6 4.94
(1.7‒54.7)

2.89
(1.79‒6.19)

33.64**
(1.6‒265.65)

IL10 1.14
(0.67‒2.2)

1.01
(0.74‒1.73)

1.68
(0.67‒4.24)

IFNG 3.84
(2.43‒5.68)

3.16
(2.30‒5.94)

3.96
(2.83‒5.24)

TNF 10.02
(7.40‒16.36)

8.03
(5.49‒10.24)

11.83*
(9.25‒18.78)

TGFB1 78.40
(66.9‒112.4)

69.20
(52.3‒81.95)

86.48*
(70.3‒128.2)

HIF1A 144.48
(110.36–224.53)

138.02
(95.88–178.59)

174.47
(93.17–319.48)

Даны значения медианы и квартили 1‒3 (25‒75%). N (УА) = 15; N (ВА) = 20, 
где N – число пациентов. Статистически значимые различия между группами 
туберкулём с разной активностью воспаления: * ‒ p < 0,01; ** ‒ p < 0,05

Относительный уровень экспрессии генов IL1B, TGFB1 и TNF был выше в 
лёгких больных группы АВ, чем в группе УВ (рис. 2.13). 

Рис. 2.13.  Гистограммы, демонстрирующие статистически значимый высокий уровень 
экспрессии генов IL6, IL1B, TGFB1 в туберкулёмах с высокой активностью

специфического воспаления 

Проведённый корреляционный анализ показал, что наибольшее значение 
коэффициентов положительной корреляции экспрессии выявлено между гена-
ми IL6 и HIF1A (r = 0,90); IL6 и IL10 (r = 0,83) и генами ABCB1 и IL6 (r = 0,78), 
(рис.2.14). Экспрессия ABCB1 имеет также положительную умеренную кор-
реляцию с HIF1A (r = 0,65), IL10 (r = 0,55) и умеренно отрицательную с IFNG
(r = -0,41). Слабая корреляция характерна для гена ABCB1 с генами IL1B и 
TGFB1 (r = 0,29 и r = 0,34), (рис. 2.14).

Окончание таблицы 2.5.
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Рис. 2.14. Матрица значимых коэффициентов корреляции Спирмена (r) между относитель-
ными уровнями экспрессии генов в лёгких больных с диагнозом «множественные туберкулё-
мы». Значение коэффициента r = 0,2‒0,39 ‒ слабая, 0,40‒0,59 ‒ умеренная, 0,6‒0,79 ‒ сильная и 
0,8‒1,0 ‒ очень сильная корреляция. Цвет ячеек указывает на достоверные различия:

р < 0,01 ‒ зелёный, р < 0,001 ‒ тёмно-зелёный

 Выявлено, что: (1) ген ABCB1 белка P-gp демонстрирует наивысший уровень 
экспрессии в туберкулёмах с высокой активностью специфического воспале-
ния; (2) экспрессия ABCB1 в наибольшей степени коррелирует с экспрессией 
гена IL6; (3) группа туберкулём ВА характеризуется большей гетерогенностью 
значений экспрессии генов анализа, чем группа УА; (4) в группе ВА для гена 
IL6 характерен выраженный разброс значений. Наибольшая взаимная корреля-
ция характерна для группы генов ABCB1, IL6, IL10, HIF1A.

Для цитокина IL6 показано, что его повышенные уровни выявляются в 
плазме крови у больных туберкулёзом, у которых в лёгких регистрируются 
обширные зоны туберкулёзных очагов (Báez-Saldaña et al., 2013). В данной 
статье авторы не приводят клинические формы туберкулёза лёгких, а опери-
руют показателем «площади поражения лёгких» по данным рентгенологи-
ческого исследования. Полученные ими результаты согласуются с нашими 
данными о том, что повышенные уровни экспрессии IL6 характерны для вы-
сокой активности воспаления. Повышенный уровень IL6 у пациентов с ту-
беркулёзом лёгких характеризует преобладание в зоне специфического очага 
макрофагов воспаления, рекрутируемых из моноцитов и продуцирующих 
IL6, а не резидентных макрофагов (гистиоцитов). Эти данные были полу-
чены методом транскриптомного анализа отдельных клеток (single cell RNA 
seq), выделенных из образцов бронхоальвеолярного лаважа (Bost et al., 2020). 
Следует отметить, что использование ингибиторов IL6 изучается для борьбы 
с «цитокиновым штормом» при туберкулёзе (Boni et al., 2022). 

Животные с дефицитом IL6 и инфицированные M. tuberculosis демонстри-
руют повышение бактериальной нагрузки, что указывает на важную роль IL6 
в обеспечении защитной реакции организма к инфицированию M. tuberculosis 
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(Saunders et al., 2000). Заражение M. tuberculosis мышей с нокаутом генов бел-
ков IL1α и IL1β или их рецептора IL1R1 приводит к увеличению бактериальной 
нагрузки, развитию обширных зон воспаления в лёгких и высокой смертности 
(Bohrer et al., 2018). Повышенные концентрации цитокинов IL6 и IL1β в лёгких 
также в значительной степени коррелируют с прогрессированием туберкулёза 
у генетически восприимчивых к нему мышей (Lyadova et al., 2010). В нашей 
работе обнаружена повышенная экспрессия генов IL6 и IL1B в туберкулёмах с 
высокой активностью воспаления, что позволяет предположить, что у пациен-
тов с туберкулёзом совместное действие IL6 и IL1β способствует развитию и 
поддержанию активного специфического воспаления.

Основными источниками IL1β после инфицирования M. tuberculosis явля-
ются клетки врождённого иммунитета: моноциты, макрофаги и дендритные 
клетки. Вклад нейтрофилов в выработку IL1, по-видимому, значительно ниже. 
Альвеолярные макрофаги также продуцируют IL1β (Cohen et al., 2018).

Терапевтическая блокада IL1 связана с риском развития туберкулёза, что 
подтверждает защитную роль IL1 при туберкулёзе (He et al., 2013). Одна-
ко было показано, что повышенные уровни IL1β связаны с преобладанием 
некротических очагов у пациентов с туберкулёзом. У пациентов с двусто-
ронним или кавернозным поражением леёгких наблюдались достоверно бо-
лее высокие уровни цитокинов TNF-α и IL1β в плазме крови по сравнению 
с больными с односторонними или очаговыми поражениями (Tsao et al., 
2000, Kumar et al., 2019). Это согласуется с обнаруженной нами повышен-
ной экспрессией генов IL1B и TNF при высокой активности специфическо-
го воспаления. 

Секреция IL1β может модулироваться также и самим возбудителем. Об-
наружено, что белок M. tuberculosis, кодируемый геном zmp1, предотвращает 
выработку IL1β в макрофагах инфицированных мышей. Мыши, инфициро-
ванные нокаутными по zmp1 микобактериями, демонстрируют более высокие 
уровни выработки IL1β, более низкую бактериальную нагрузку на лёгкие и 
более быстрое прекращение бактериовыделения по сравнению с инфицирова-
нием обычными M. tuberculosis. У нечеловекообразных приматов применение 
ингибитора IL1β анакирна через 2 недели после их заражения M. tuberculosis в 
качестве дополнения к лечению линезолидом уменьшило интенсивность вос-
паления и повреждений тканей лёгких (Winchell et al., 2020).

IL10 вырабатывают Th2, Th17, В-клетки, нейтрофилы, макрофаги и ден-
дритные клетки. Регуляторные Т-клетки (Treg) в контексте инфекционных 
заболеваний также служат источником IL10 (Saraiva et al., 2010). IL10 пода-
вляет способность макрофагов и дендритных клеток активировать T-хелпе-
ры 1-го типа и приводит к ослаблению иммунного ответа и развитию хро-
нического воспаления, что характерно для туберкулёзной инфекции (Moore 
et al., 2001). 

Выработка IL10 макрофагами после фагоцитоза ими микобактерий проис-
ходит как ответ организма-хозяина на инфицирование или может быть инду-
цирована самим возбудителем, так как IL10 блокирует образование фаголизо-
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сом, что способствует внутриклеточному выживанию возбудителя (Master et 
al., 2008). У пациентов с туберкулёзом лёгких уровень IL10 повышен в клетках 
бронхоальвеолярного лаважа, в мокроте, плазме и сыворотке крови (Almeida 
et al., 2009, Verbon et al., 1999, Bonecini-Almeida et al., 2004, Huard et al., 2003). 

Опираясь на сильные противовоспалительные свойства IL10, стоило бы 
ожидать повышения его экспрессии в группе с умеренной активностью вос-
паления. Однако в нашей работе уровень экспрессии гена IL10 статистически 
значимо не отличался в группах с высокой и умеренной активностью вос-
паления. Согласно данным, полученным на больных COVID-19, повышение 
соотношения IL6/IL10 в сторону первого говорило о более негативном про-
гнозе и высокой вероятности летального исхода (Azaiz et al., 2022). Среди по-
лученных нами результатов необходимо отметить высокую корреляцию меж-
ду экспрессией IL6 и IL10, что также может свидетельствовать в пользу того, 
что при специфическом туберкулёзном воспалении важно учитывать соотно-
шение значений экспрессии их генов или цитокинов в организме пациента.

На сегодняшний день данных о роли белка P-gp (ген ABCB1) при туберкулёзном 
воспалении исключительно мало. Показано, что экспрессия гена ABCB1 в лёгких 
пациентов с туберкулёзом по сравнению с генами других МЛУ белков находится 
на более высоком уровне (Pavlova et al., 2023). Экспрессия ABCB1 возрастает в ма-
крофагах человека при инфицировании штаммами M. tuberculosis (Wu et al., 2019), 
действии провоспалительных цитокинов IL6, IL1β, TNF-α (Liu et al., 2015) или 
противотуберкулёзного препарата рифампицина (Pavlova et al., 2022). 

В экспериментах in vitro с использованием лимфоцитов периферической 
крови показано, что в присутствии ингибитора P-gp верапамила секреция ими 
цитокинов прекращается (Drach et al., 1996). Эти данные напрямую указывают 
на способность P-gp транспортировать цитокины и на его роль как регулятора 
и модулятора воспалительной реакции.

Проведённый на здоровых мышах линии C57BL/6 эксперимент продемон-
стрировал, что экзогенное введение мышиного IL6 подавляет экспрессию 
ABC-переносчиков, в том числе ABCB1, в клетках печени (Abualsunun et al., 
2019). В материале утверждается, что данный эффект может происходить по-
средством активации NF-κB с помощью STAT3. Однако обнаруженная в нашей 
работе корреляция между экспрессией IL6 и ABCB1 является положительной, 
что может говорить об изменениях в иммунной регуляции в случае специфи-
ческого туберкулёзного воспаления.

Методом секвенирования РНК в образцах аденокарциномы молочной желе-
зы было обнаружено, что экспрессия мРНК ABCB1 коррелирует с метастази-
рованием в лимфатические узлы и низкой выживаемостью пациентов с раком 
молочной железы. Высокая экспрессия ABCB1 коррелировала с повышенной 
экспрессией IL6, CSF1, CSF3 (Chen et al., 2023). Полученные авторами данные 
о корреляции экспрессии IL6 и ABCB1 согласуются с нашими и говорят в поль-
зу присутствия влияния P-gp на экспрессию цитокинов при воспалении, в том 
числе продуктивном, к которому можно отнести туберкулёзное воспаление и 
патологии молочной железы.
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В исследованиях, посвящённых роли ABCB1 в развитии нейродегенератив-
ных заболеваний, показано, что блокирование P-gp предотвращает специфи-
ческую пролиферацию CD4+ и CD8+ Т-клеток и сопровождается снижением 
секреции провоспалительных цитокинов TNF-α и IFN-γ (Kooij et al., 2009), что 
также указывает на роль P-gp в воспалении. 

Гипоксия является характерной особенностью воспаления в лёгких паци-
ентов с туберкулёзом (Belton et al., 2016). Работы последних лет показали, что 
роль фактора гипоксии HIF1α при туберкулёзе неоднозначна: он способствует 
антимикробной активности макрофагов человека против M. tuberculosis, но так-
же может нарушать дифференцировку CD4+ Т-лимфоцитов, способствуя про-
грессированию воспаления (Liu et al., 2022; Suresh et al., 2023). Выявленная вы-
сокая корреляция между генами АВСВ1 и HIF1A указывает на наличие тесной 
взаимосвязи в регуляции экспрессии этих двух генов. Основная роль в индукции 
экспрессии гена ABCB1 в гипоксических условиях принадлежит транскрипци-
онным факторам HIF‑1 (Hypoxia-inducible factor 1-alpha) и Sp1 (specificity protein 
1), которые имеют сайты связывания на промоторе гена ABCB1, стимулируют 
экспрессию гена АВСВ1 (Якушева и др., 2016). В свою очередь, ингибирование 
HIF1α приводит к снижению уровня экспрессии гена ABCB1 и уровня P-gp в 
целом (Chen et al., 2016 КП). 

Пациенты, у которых был получен операционный материал туберкулём для 
анализа экспрессии генов белков МЛУ, проходили химиотерапию в течение не-
скольких месяцев, в комбинацию препаратов которой был включён и рифампи-
цин, который является индуктором экспрессии гена ABCB1 за счёт связывания 
с транскрипционным фактором PXR (прегнановый рецептор), его активации и 
связывания с промоторной областью гена ABCB1 (Magnarin et al., 2004). 

Таким образом, выявлено, что наибольшая взаимная корреляция 
характерна для группы генов ABCB1, IL6, IL10, HIF1A. При этом в ту-
беркулёмах с высокой активностью специфического воспаления ген 
ABCB1 белка P-gp демонстрирует наивысший уровень экспрессии и в 
наибольшей степени коррелирует с экспрессией гена IL6. Полученные 
результаты указывают на группу генов ABCB1, IL6 и IL10 как наиболее 
перспективных для оценки активности специфического воспаления и 
его тенденции к прогрессированию или заживлению. Мы предполага-
ем, что в группе ВА высокие уровни экспрессии гена IL6 могут свидетель-
ствовать о прогрессировании воспаления, а низкие ‒ о снижении активно-
сти воспаления и тенденции к заживлению, что может быть биомаркером 
активности туберкулёзного воспаления в рамках разработки подходов для 
персонализированной медицины. 

2.4 Заключение к главе 2

Воспаление – сложно организованный многокомпонентный процесс. Некото-
рые из факторов воспаления при туберкулёзе – возбудитель, клетки воспаления, 
продуцируемые ими цитокины, гипоксия, – влияют на экспрессию белков МЛУ. 
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При этом и сами белки МЛУ оказывают регуляторное воздействие на развитие и 
выраженность воспалительного ответа. Такие данные важны не только для изу-
чения патогенеза туберкулёза, но и являются актуальными для оптимизации ле-
чения туберкулёза лёгких. Проведение биомедицинских исследований в данной 
области необходимо для создания теоретической и методической базы в целях 
разработки практических рекомендаций для использования в клинике.

В нашем исследовании мы использовали резекционные образцы лёгких, по-
лученных исключительно от пациентов с диагнозом «туберкулёма» – к настоя-
щему времени их доля среди форм туберкулёза лёгких составляет около 20% и 
продолжает увеличиваться. Ориентация на эту клиническую форму позволила 
выделить группы с высокой и умеренной активностью специфического воспа-
ления, исходя из данных морфологического анализа гистологических срезов. 
Дополнительное использование технологии комбинированного иммунохими-
ческого маркирования M. tuberculosis с последующим 3D-анализом при помо-
щи лазерной конфокальной микроскопии подтвердило присутствие возбудите-
ля в зоне некроза и перифокальной области туберкулём. 

Генетический анализ разных зон туберкулём позволил установить, что для 
определения уровня экспрессии генов белков МЛУ в операционном материале 
необходимо брать перифокальную зону, как наиболее информативную, и это 
легло в основу создания методологии изучения белков МЛУ при туберкулёз-
ном воспалении. 

Сравнительный анализ экспрессии генов ABCB1, ABCC1, ABCG2 основ-
ных белков МЛУ P-gp, MRP1, BCRP выявил, что экспрессия гена ABCB1 белка 
P-gp по сравнению с экспрессией других генов анализа статистически значимо 
выше в образцах туберкулём с высокой активностью специфического воспале-
ния. Обнаружена положительная корреляция между экспрессией генов ключе-
вых про/противовоспалительных цитокинов и ABCB1. 

Зависимость экспрессии от активности воспаления и корреляция с ведущи-
ми цитокинами туберкулёзного воспаления указывает на важную роль белка 
P-gp в патогенезе туберкулёза лёгких и регуляции активности воспаления. 

Глава 2. Белки МЛУ в клинике туберкулёза лёгких
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ГЛАВА 3
МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ СИГНАТУРЫ, 

СВЯЗАННЫЕ  С БЕЛКОМ-ТРАНСПОРТЁРОМ P-GP 

Группа дифференциально-экспрессируемых генов, характеризующих кли-
нический фенотип, называется молекулярно-генетической подписью (сигнату-
рой). В сигнатуры могут входить наборы генов, транскриптов мРНК, белков, 
которые используются в качестве диагностических или прогностических мар-
керов определенного клинического фенотипа (рис. 3.1).

Рис. 3.1. Схема, иллюстрирующая определение и применение
молекулярно-генетических сигнатур

Поиск генетических сигнатур, характеризующих разные аспекты развития 
туберкулёзного воспаления, идет с 2012 года. Как правило, в исследованиях 
используются образцы цельной крови, полученной от пациентов с туберкулё-
зом лёгких и здоровых добровольцев. В образцах проводится анализ транс-
криптомов на микрочипах. Статистический мета-анализ пяти баз данных та-
ких транскриптомов позволил включить ген ABCB1 белка P-gp в перечень
20 генов (из 2038), экспрессия которых наиболее значимо (p < 0,001) отличается 
при активном туберкулёзном процессе в сравнении с латентным туберкулёзом и 
группой здоровых добровольцев. Большинство из этих генов связаны с состоя-
нием иммунной системы, включая фагоцитоз (Ponnusamy and Arumugam, 2022)
Эти данные подчёркивают важность роли белка P-gp как регулятора воспаления.

3.1 Расширенный молекулярно-генетический анализ
как характеристика воспаления при туберкулёме лёгкого

В главе 2 на примере двух выборок продемонстрировано, что экспрессия 
гена ABCB1 белка P-gp характеризуется высокими уровнями экспрессии в об-
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разцах туберкулём с выраженной активностью специфического воспаления. 
Также была выявлена связь между экспрессиями гена ABCB1 и генами ключе-
вых цитокинов воспаления, что указывает на важную регуляторную роль белка 
P-gp в патогенезе туберкулёза лёгких и воспаления. 

По результатам генетического анализа мы обратили внимание на гетеро-
генность экспрессии гена ABCB1 в группе туберкулём с высокой активностью 
воспаления (АВ): были идентифицированы 2 подгруппы с разными уровнями 
экспрессии ABCB1. Подгруппа с высокой экспрессией ABCB1 (фигура с красной 
заливкой), значения относительного уровня экспрессии в которой значительно 
превышали таковые в группе умеренной активности (УВ). И подгруппа с низкой 
экспрессией (фигура с зелёной заливкой), в которой значения относительного 
уровня экспрессии гена совпали со значениями в группе УВ (рис. 3.2).

Это позволило предположить, что экспрессия ABCB1 при высокой активно-
сти воспаления может зависеть от различных факторов. Для их оценки был про-
веден расширенный молекулярно-генетический и иерархический кластерный 
анализ между экспрессией гена ABCB1 и тремя группами генов, регулирующи-
ми туберкулёзное воспаление: (i) транскрипционными факторами STAT1-3-6, 
SOCS3 и HIF1A; (ii) ключевыми цитокинами при туберкулёзе IL6, IL10, IFNγ, 
TGFβ1, TNF-α , IL1β; (iii) маркерами провоспалительных (М1) и противовос-
палительных (М2) макрофагов, CD86, CD206, CD163, TGM2, а также маркера-
ми Т-лимфоцитов CD3D, GZMB. Выбранный подход позволил выделить две 
молекулярно-генетические сигнатуры, ассоциированные с геном ABCB1 и 
характеризующие высокую активность туберкулёзного воспаления. 

3.2 Молекулярно-генетические сигнатуры,
связанные с высокой и низкой экспрессией гена P-gp

Одним из статистических подходов, позволяющих вычленить такие сиг-
натуры из набора данных экспрессии разных генов, является иерархиче-
ский кластерный анализ с применением трехцветной тепловой карты, где 
синий цвет обозначает низкий, белый – средний, а красный – высокий от-

Рис. 3.2. Относительный уровень 
экспрессии гена ABCB1: в группе с высокой 
активностью воспаления выделяются 
две подгруппы: с высокой экспрессией 
(фигура с красной заливкой) и низкой 
экспрессией (фигура с зелёной заливкой) 
гена. Данные представлены в виде медианы 
и межквартильного размаха (25 и 75%). 
Относительный уровень экспрессии генов 
рассчитывали как 2–∆Ct*103 и выражали в 
условных единицах (у.е.). Статистический 
анализ проводили с использованием 
U-критерия Манна ‒ Уитни. Достоверные 
различия между группами: * ‒ р < 0,05
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носительный уровень экспрессии генов. Иерархический кластерный ана-
лиз позволяет сгруппировать гены, экспрессия которых взаимосвязана и 
имеет общие регуляторные пути или механизмы. В данном исследовании 
тепловая карта кластерного анализа создавалась с использованием веб-ин-
струмента ClustVis (https://biit.cs.ut.ee/clustvis/) на основе значений отно-
сительной экспрессии генов с их ранговым преобразованием. Применение 
вышеназванного подхода выявило, что гены интереса формируют три боль-
ших кластера, представленных на рис. 3.3. 

Рис. 3.3. Тепловая карта коэкспрессии генов.
Экспрессия гена ABCB1 ранжирована в порядке убывания

Кластер I, включающий ген ABCB1, содержит преимущественно гены 
факторов транскрипции, такие как STAT3, SOCS3, HIF1A, ген цитокина IL6, 
а также TGM2. Кластер II включает в себя преимущественно гены макрофа-
гальных маркеров CD86, CD206 и CD163, которые наиболее тесно коррели-
руют с экспрессией гена цитокина TNF. Кластер III представлен в основном 
генами маркеров Т-лимфоцитов. Данные корреляционного анализа приве-
дены на рис. 3.4.

Белки множественной лекарственной устойчивости при туберкулёзе лёгких
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Рис. 3.4. Матрица значимых коэффициентов корреляции Спирмена (r) между относительны-
ми уровнями экспрессии генов в лёгких больных с диагнозом «множественные туберкулё-

мы». Цвет клеток указывает на достоверные различия: р < 0,05 ‒ жёлтый, р < 0,01 ‒ зелёный, 
р < 0,001 ‒ тёмно-зелёный. Значение коэффициента r = 0,2‒0,39 ‒ слабая (чёрный курсив), 

0,40‒0,59 ‒ умеренная (чёрный жирный), 0,6‒0,79 (белый жирный) ‒ сильная и 0,8‒1,0
(жёлтый жирный) ‒ очень сильная корреляция 

В Кластере I экспрессия гена IL6 имеет очень сильную корреляцию с HIF1A 
(r = 0,91), STAT3 (r = 0,83) и SOCS3 (r = 0,82) и умеренную с IL10 (r = 0,59). В свою 
очередь экспрессия STAT3 сильно коррелирует с экспрессией SOCS3 (r = 0,79). 
Экспрессия гена TGM2 имеет очень сильную корреляцию со STAT3 (r = 0,82) и 
сильную корреляцию с SOCS3 (r = 0,72). HIF1A, помимо перечисленных выше 
генов, сильно коррелирует с STAT3 (r = 0,78) и IL10 (r = 0,69). Также в этом кла-
стере выделяется отдельный подкластер STAT6 и TGFB1, экспрессия генов кото-
рых наиболее тесно коррелирует друг с другом (r = 0,60). В то же время, STAT6 
имел сильную корреляцию с TGM2 (r = 0,65) и умеренную корреляцию с ABCB1
(r = 0,52) и STAT3 (r = 0,47). 

В Кластере II экспрессия гена CD163, который является преимущественно 
маркером М2 макрофагов, в большей степени коррелирует с экспрессией гена 
белка-маркера М1 макрофагов CD86 (r = 0,77), чем с экспрессией гена другого 
белка-маркера М2 макрофагов ‒ CD206 (r = 0,62). CD163 также имеет сильную 
корреляцию с TNF (r = 0,67) и IL1B (r = 0,62). Но не было обнаружено значимой 
корреляции между экспрессией IL1B и TNF. В этом кластере гены IL1B и IL10 
образуют отдельный подкластер, и их экспрессия сильно коррелирует друг с 
другом (r = 0,63). Несмотря на то, что IL10, согласно данным кластерного ана-
лиза, включен в Кластер II, экспрессия IL10 имеет сильную или умеренную 
корреляцию с генами из Кластера I: HIF1A, SOCS3 и IL6. 

Кластер III представлен в основном генами маркеров Т-лимфоцитов. 
Экспрессия гена-маркера цитотоксических лимфоцитов GZMB объединена 
в один подкластер со STAT1 несмотря на то, что между ними выявлена сла-
бая корреляция (r = 0,37), а CD3D и IFN умеренно коррелировали друг с 
другом (r = 0,55). Следует отметить, что экспрессия гена IFN, входящего 
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в этот кластер, кроме гена ABCB1, также имеет умеренные отрицательные 
корреляции со STAT3 (r = -0,55) и TGM2 (r = -0,49). Кластеры II и III иерар-
хически связаны друг с другом, но не с Кластером I.

Относительный уровень экспрессии генов цитокинов, таких как IL1B, 
TGFB1 и TNF, и маркеров макрофагов CD86, CD163 и CD206 был выше в лег-
ких больных туберкулёзом из группы АВ, чем в группе УВ (рис. 3.5). Стати-
стически значимых различий в уровнях экспрессии остальных генов интереса 
обнаружено не было.

Рис. 3.5. Стастически значимые различия в уровнях экспрессии генов в лёгких больных с 
туберкулёмами между образцами с умеренной (УВ) и высокой активностью (АВ) воспаления. 
Данные представлены в виде медианы и межквартильного размаха (25 и 75%). Относительный 
уровень экспрессии генов рассчитывали как 2–∆Ct*104 и выражали в условных единицах (у.е.). 

Статистический анализ проводили с использованием
U-критерия Манна ‒ Уитни; * ‒ p < 0,05; ** ‒ р < 0,01

Таким образом, для высокой активности воспаления в лёгких пациентов 
с туберкулёзом в целом характерна высокая экспрессия генов маркеров ма-
крофагов CD86, CD163 и CD206 и таких цитокинов, как IL1B, TNF и TGFB1. 

Для того чтобы определить гены, характеризующие отличия между двумя под-
группами, выделенными на основе анализа экспрессии гена ABCB1 при высокой 
активности специфического воспаления, был проведён кластерный анализ для 
группы АВ в отдельности, исходя из ранжирования экспрессии гена ABCB1. Бла-
годаря этому подходу были выявлены гены, высокий уровень экспрессии которых 
ассоциирован с высоким или низким уровнем экспрессии ABCB1 (рис. 3.6). 
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Рис. 3.6. Иерархический кластерный анализ и тепловая карта, демонстрирующая 
неоднородность генетической сигнатуры в группе туберкулём с высокой

активностью воспаления. Относительный уровень экспрессии гена ABCB1 ранжирован
в порядке убывания в каждой группе с умеренной и высокой активностью воспаления 

На основании профиля экспрессии генов, прежде всего по уровню экспрес-
сии ABCB1, группа образцов с высокой активностью воспаления была разделена 
на две подгруппы: в первую подгруппу АВ-1 вошли образцы с номерами строк 
16–26 (n = 11), во вторую ‒ АВ-2 ‒ образцы с номерами строк 27‒35 (n = 9). 

Сравнительный анализ экспрессии генов в Кластере I выявил, что медиана 
относительного уровня экспрессии генов ABCB1, IL6, SOCS3, STAT3, HIF1A и 
TGM2 в подгруппе АВ-1 выше, чем в подгруппе АВ-2 и в группе УВ. При этом 
экспрессия этих генов в подгруппе АВ-2 статистически значимо не отличается 
от группы УВ (рис. 3.7). 
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Рис. 3.7. Уровни экспрессии генов в Кластере I. Данные представлены в виде медианы и 
межквартильного размаха (25 и 75%). Статистический анализ проводили с использованием 

критерия Краскела ‒ Уоллиса. На графиках значимые различия: ** ‒ значимые различия 
в группе с высокой активностью воспаления (АВ) по сравнению с группой с умеренной 
активностью воспаления (УВ), р < 0,01. В таблице: # ‒ значимые различия между двумя 

подгруппами АВ-1 и АВ-2 с высокой активностью воспаления, p < 0,05 

В Кластере II экспрессия генов TNF и CD163 в подгруппе АВ-2 выше, чем в 
подгруппе АВ-1, а медиана экспрессии этих генов в подгруппе АВ-2 достовер-
но выше, чем в группе УВ. Экспрессия генов CD86 и CD206 в подгруппе AB-2 
достоверно превышает значения в группе УВ. Однако статистически значимых 
различий в экспрессии этих генов между подгруппами AB-1 и AB-2 обнаружено 
не было. В Кластере III различия обнаружены только по уровню экспрессии гена 
IFN между подгруппами АВ-1 и АВ-2. В то же время, разница между этими двумя 
подгруппами с группой УВ не выявлена (рис. 3.8).

Рис. 3.8. Уровни 
экспрессии генов в 
Кластерах II и III. 
Данные представле-
ны в виде медианы
и межквартильного 
размаха (25 и 75%). 
Статистический 
анализ проводили 
с использованием 
критерия Краске-

ла-Уоллиса. На графиках значимые различия: 
** ‒ значимые различия в группе с высокой 
активностью воспаления (АВ) по сравнению с 
группой с умеренной активностью воспаления 
(УВ), р < 0,01. В таблице: # ‒ значимые разли-
чия между двумя подгруппами АВ-1 и АВ-2 с 
высокой активностью воспаления, p < 0,05
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Таким образом, различия в уровне экспрессии генов между двумя подгруп-
пами с высокой активностью воспаления и их сравнение с группой с умерен-
ной активностью воспаления позволили выявить две разные генетические сиг-
натуры, связанные с высокой активностью воспаления (рис. 3.9). 

Рис. 3.9. Две молекулярно-генетические сигнатуры, ассоциированные с высокой или низкой 
экспрессией гена ABCB1 белка P-gp при высокой активности туберкулёзного воспаления

у пациентов с туберкулёзом лёгких

Первая сигнатура генов включает высокие экспрессии генов ABCB1, HIF1A, 
SOCS3, STAT3, IL6 и TGM2, а вторая ‒ CD163 и TNF. При высокой активности 
воспаления, как показывает анализ, в лёгких пациентов с туберкулёзом преоб-
ладает либо одна, либо другая сигнатура. Возможная роль каждого из маркёров 
приведена на рис. 3.10.

Рис. 3.10. Молекулярная характеристика туберкулём с высокой активностью воспаления

В нашем исследовании мы использовали резекционные образцы туберкулём 
лёгких. Ориентация только на эту клиническую форму позволила стандартизиро-
вать материал для анализа и исключить влияние факторов, связанных с другими 
формами туберкулёза. Такой подход показал свою эффективность: позволил выя-
вить референсные гены анализа в туберкулёмах с умеренной и высокой активно-
стью специфического воспаления, что было сделано впервые (Pavlova et al., 2023). 
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Результаты, полученные в этом исследовании, демонстрируют тот факт, что 
при схожей морфологической картине туберкулёзного воспаления имеются два 
разных клинических молекулярно-генетических фенотипа. Первая сигнатура 
связана с пролонгированной острой фазой воспаления, гипоксическим по-
вреждением тканей, сниженным фагоцитозом M. tuberculosis и недостаточ-
ным проявлением противовоспалительных процессов. Вторая сигнатура, 
наоборот, демонстрирует снижение гипоксии и поляризацию макрофагов 
по противовоспалительному фенотипу, что может свидетельствовать о пре-
обладании противовоспалительных процессов и динамике заживления. Но 
высокие уровни экспрессии генов TNF и CD163, как правило, связаны с 
более тяжёлым течением заболевания у пациентов с туберкулёзом лёгких. 
При этом высокий и низкий уровни экспрессии гена белка P-gp являются 
важной характеристикой, связанной с активностью специфического воспа-
ления и оценкой возможности его снижения. Использование материала пе-
рифокальной области туберкулём позволяет получить расширенный молекуляр-
но-генетический ответ о процессах активации или заживления и эффективности 
проводимого лечения пациента. В дальнейшем данный раздел требует расши-
ренного анализа, включающего в себя сопоставление сигнатур с данными мо-
лекулярно-генетической характеристики мононуклеаров периферической крови, 
уровнем белка P-gp и режимами химиотерапии. Это позволит сопоставить дан-
ные об уровнях экспрессии как генов анализа, так и самого P-gp с эффективно-
стью противотуберкулёзных препаратов. Предполагается, что функциональная 
активность P-gp и полиморфизмы в гене ABCB1 могут снижать накопление про-
тивотуберкулёзных препаратов в очагах туберкулёзного воспаления (Rodríguez-
Castillo et al., 2015, Pontual et al., 2017) и приводить к селекции лекарственно-у-
стойчивых штаммов M. tuberculosis  (Te Brake et al., 2018).

В нашем исследовании мы анализировали экспрессию генов в перифокальной 
области: ткани лёгких, окружающие туберкулёмы, сенсибилизированы и высоко-
чувствительны к туберкулину (Hunter, 2020), и их анализ даёт дополнительную 
информацию о туберкулёзном воспалении, отражает системный характер воспа-
ления и параметры иммунной системы. Как было продемонстрировано в главе 2, 
для высокой активности специфического воспаления характерна инфильтрация 
перифокальной области клетками воспаления, которые, как мы предполагаем, мо-
гут состоять и из иммунных клеток с высокой экспрессией ABCB1: экспрессия 
ABCB1 характерна для многих типов иммунных клеток (Bossennec et al., 2018).

CD4+ Т-клетки являются ключевыми клетками в контроле инфицирования
M. tuberculosis, поскольку они опосредуют защиту от патогена, регулируя иммун-
ный ответ. В CD4+ Т-клетках P-gp является важным компонентом их жизнеспо-
собности и участвует в экспорте цитокинов (Drach et al., 1996; Gollapud and Gupta, 
2001). Повышенная экспрессия и функциональная активность P-gp характерны 
для CD4+ Т-клеток памяти у пациентов с латентным туберкулёзом (Burel et al., 
2018). Клетки Th1 и Th17 являются эффекторами CD4+ Т-клеток. Они опосредуют 
продукцию хемокинов и цитокинов в резидентных иммунных клетках, а также 
способствуют привлечению нейтрофилов в зону воспаления, что может сопровож- 
даться значительным повреждением тканей (Lyadova and Panteleev, 2015).

Белки множественной лекарственной устойчивости при туберкулёзе лёгких
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Индукторами экспрессии гена ABCB1 выступают различные цитокины тубер-
кулёзного воспаления: IL1β, IL6, TNF-α, IFNγ и TGFβ (Ho and Piquette-Miller, 2006; 
Liptrott et al., 2009). Факторы транскрипции NF-kB и STAT3 являются ключевыми 
регуляторами воспаления при туберкулёзе, так как напрямую связываются с про-
моторной областью гена ABCB1 и индуцируют его экспрессию (Zhang et al., 2011; 
Chen et al., 2014; Liu et al., 2015). Примечательно, что HIF1α, транскрипционный 
фактор, участвующий в реакциях на гипоксию, также имеет сайт связывания в 
промоторной области гена ABCB1 (Comerford et al., 2002).

Повышенная экспрессия P-gp обнаружена в CD8+ эффекторных клетках и 
клетках памяти. Предполагается, что высокая экспрессия P-gp в CD8+ Т-клетках 
способствует их цитотоксической функции (Chen et al., 2020). Также высокая 
экспрессия P-gp является особенностью инвариантных Т-клеток, ассоциирован-
ных со слизистыми оболочками (MAIT), и необходима для их защиты от токси-
нов и ксенобиотиков (Fergusson et al., 2018) в иммунитете против M. tuberculosis  
(Gold et al., 2010).

Мы не обнаружили корреляции между экспрессией ABCB1 и генами мар-
керов лимфоцитов или макрофагов и полагаем, что необходим дальнейший 
анализ с использованием мультиплексной транскриптомики (например, секве-
нирование РНК отдельных клеток, single-cell transcriptomic) или протеомики, 
чтобы идентифицировать специфические типы иммунных клеток, связанных с 
высокой экспрессией гена ABCB1.

Обнаружено, что в целом уровни экспрессии генов макрофагальных марке-
ров CD86, CD163 и CD206 выше в группе с высокой активностью воспаления 
по сравнению с группой с умеренной активностью воспаления. Это согласует-
ся с данными, что высокие уровни белков CD206 и CD163 в лёгких коррели-
руют с их уровнем в сыворотке крови и характерны для пациентов с активным 
туберкулёзом (Suzuki et al., 2017, 2018; Liu et al., 2019).

Наибольшую экспрессию гена CD163 мы выявили в группе туберкулём, ха-
рактеризующихся низкой экспрессией гена ABCB1 и высокой экспрессией гена 
TNF. По нашим данным, экспрессия гена TNF продемонстрировала сильную 
корреляцию с экспрессией гена CD163. Более того, другие гены маркеров ма-
крофагов (СD86 и CD206) были сгруппированы в один кластер генов, также ко-
экспрессирующийся с TNF. В группе с высокой активностью воспаления уровни 
экспрессии генов TNF, IL1B и TGFB1 в целом были выше по сравнению с груп-
пой с умеренной активностью воспаления. Повышенные уровни TNF-α, IL1β и 
TGFβ в сыворотке крови характерны для более тяжёлого течения туберкулёза и 
более выраженного поражения легких, согласно данным компьютерной томо-
графии (Chowdhury et al., 2014; Fiorenza et al., 2005). У пациентов с туберкулёзом 
с двусторонним или кавернозным поражением лёгких наблюдались достоверно 
более высокие уровни TNF-α и IL1β по сравнению с больными с односторонни-
ми или очаговыми поражениями (Kumar et al., 2019; Beig et al., 2023).

Хотя TGFB1 умеренно коррелировал с экспрессией TNF (r = 0,56), мы выяви-
ли сильную корреляцию между экспрессией TGFB1 и STAT6 (r = 0,60), при этом 
STAT6 умеренно коррелировал со STAT3 (r = 0,47). Считается, что защитный им-
мунитет против M. tuberculosis  требует активации IFN-зависимого сигнального 
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пути как I, так и II типа (Ghanavi et al., 2021). Повышенный уровень экспрессии 
TGFB1 в лёгких пациентов с туберкулёзом с высокой активностью воспаления 
может быть связан с преобладанием сигнального пути II типа. В ходе корреляци-
онного анализа мы обнаружили умеренную отрицательную корреляцию между 
экспрессией генов STAT3 и IFN, что может подтверждать данную гипотезу.

Известно, что TNF-α вырабатывается различными иммунными клетками, пре-
имущественно макрофагами, в ответ на микобактериальную инфекцию и необхо-
дим для контроля патогена, формирования гранулёмы и активирует канонический 
путь NF-κB. Однако высокий уровень секреции TNF-α может привести к повреж-
дению тканей и активации воспаления (van Loo and Bertrand, 2023). Показано, что 
низкие уровни TNF-α могут регистрироваться в сыворотке крови у пациентов с 
туберкулёзом с лимфоаденопатией и зонами некроза в лёгких (Beig et al., 2023). 
Это позволяет предположить наличие других факторов, помимо TNF-α, обуслав-
ливающих высокую активность воспаления, что согласуется и с нашими данными.

Повышенные уровни IL6 в плазме наблюдались у пациентов с туберкулёзом с 
более тяжёлыми клиническими формами заболевания, что было отмечено разны-
ми авторами (Guzmán-Beltrán et al., 2021; Tang et al., 2013). Высокие уровни IL6, 
так же, как и TNF-α, могут приводить к повреждению тканей и активации воспале-
ния (Boni et al., 2022). Показано, что передача сигналов IL6 в основном происходит 
через путь JAK/STAT, преимущественно через STAT3 (Heinrich et al., 2003).

Используя ресурс GeneMANIA.org, мы построили сеть взаимодействий между 
генами анализа. Обнаружено, что STAT3 представляет собой основной ген, кото-
рый объединяет все проанализированные в нашем исследовании гены (рис. 3.11).

Рис. 3.11. Сеть 
взаимодействия между 
генами, основанная на
их совместной экспрессии, 
полученная GeneMANIA. 
Два гена связаны, если 
уровни их экспрессии 
одинаковы в разных 
условиях исследования 
экспрессии генов
(Pavlova et al., 2023)

Белки множественной лекарственной устойчивости при туберкулёзе лёгких
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Известно, что STAT3 (преобразователь сигналов и активатор транскрипции) 
играет важную роль в патогенезе туберкулёза (Rottenberg and Carow, 2014). Од-
нонуклеотидные полиморфизмы этого гена коррелируют с тяжестью заболевания 
(Wang et al., 2021). Кроме того, STAT3 являются компонентом IL6-активируемого 
комплекса фактора фазы острого ответа (APRF), который стимулирует выработку 
врожденных иммунных медиаторов (Zhong et al., 1994). В клетках он может нахо-
диться в нефосфорилированной (uSTAT3) и фосфорилированной (pSTAT3) фор-
мах. IL6 стимулирует фосфорилирование STAT3, что приводит к повышению его 
уровня в цитоплазме и вызывает вторую волну экспрессии IL6 (Yang et al., 2007). 

SOCS3 (супрессор цитокиновой сигнализации 3) ингибирует фосфорилирова-
ние STAT3 путем связывания с субъединицей gp130 рецептора IL6. Хотя SOCS3 
обычно является отрицательным регулятором передачи сигналов IL6, в некоторых 
случаях он регулирует воспалительные реакции, ингибируя STAT3 и, по-видимо-
му, принимает участие в патогенезе различных воспалительных заболеваний, в 
том числе туберкулёза (Gao et al., 2018).

IL6, IL10, STAT3 и SOCS3 также идентифицированы в качестве референс-
ных генов, характерных для пациентов с туберкулёзом, в отличие от здоровых 
людей (Adankwah et al., 2021). В нашем исследовании мы обнаружили умерен-
ную корреляцию между экспрессией IL10 и IL6 (r = 0,59) и SOCS3 (r = 0,57). 

Первоначально TGM2 был включён в наше исследование в качестве маркера 
М2 макрофагов. TGM2 представляет собой фермент, участвующий в различных 
биологических процессах: посттрансляционных модификациях белков, гибели 
клеток, передаче сигналов (Piacentini et al., 2014). TGM2 активирует сигнальный 
путь IL6/JAK/STAT3, а подавление экспрессии TGM2 снижает фосфорилиро-
вание STAT3 (Wang et al., 2022). При туберкулёзном воспалении TGM2 играет 
значительную роль, способствуя выживанию M. tuberculosis в инфицированных 
макрофагах: его инактивация усиливает бактерицидные свойства макрофагов. 
Кроме того, TGM2 конститутивно активирует промотор гена HIF1A (Kumar 
and Mehta, 2012). Была отмечена умеренная отрицательная корреляция между 
экспрессией TGM2 и CD163 (r = -0,41). Предполагается, что TGM2 может быть 
потенциальной мишенью в рамках патогенетической терапии или «терапии, на-
правленной на организм хозяина» при туберкулёзе (Palucci et al., 2019). 

Гипоксия является характерной особенностью воспаления при тубер-
кулёзе, а фактор, индуцируемый гипоксией 1 (HIF1), представляет собой 
фактор транскрипции, состоящий из субъединиц HIF1α и HIF1b. Ингибиро-
вание STAT3 блокирует экспрессию HIF1A (Xu et al., 2005), что также указы-
вает на роль STAT3 при туберкулёзе. Роль HIF1α при туберкулёзе неоднознач-
на: он способствует антимикробной активности макрофагов человека против
M. tuberculosis, но также нарушает активацию и дифференцировку
CD4+ Т-клеток, что приводит к повышению восприимчивости к инфекции
M. tuberculosis  и прогрессированию специфического воспаления (Liu et al., 
2022; Suresh et al., 2023). Эти данные дополнительно подчеркивают важность 
изучения регуляции экспрессии гена ABCB1 и функциональной активности 
P-gp у пациентов с туберкулёзом лёгких.
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3.3 Заключение к главе 3

Таким образом, при анализе экспрессии генов в перифокальной области тубер-
кулём мы обнаружили, что, несмотря на сходство морфологических проявлений 
высокой активности воспаления, молекулярно-генетический профиль образцов 
различается. Это исследование предоставляет новые свидетельства того, что вы-
сокая активность воспалительного процесса может быть обусловлена различными 
факторами. Это может быть развитие патологического процесса, обусловленного 
как высоким уровнем экспрессии IL6 и STAT3, так и высоким уровнем экспрес-
сии TNF и, возможно, инфильтрацией лёгких CD163-позитивными макрофагами. 
Мы идентифицировали сигнатуру, характеризующуюся повышенной экспрессией 
генов HIF1A, TGM2, IL6, SOCS3 и STAT3, которая не только ассоциирована с вы-
сокой активностью воспаления, но также коррелирует с экспрессией ABCB1. Мы 
предполагаем, что повышенная экспрессия ABCB1 в тканях лёгких пациентов с 
туберкулёзом потенциально опосредована активацией сигнального пути STAT3. 
Другая генная сигнатура, связанная с высокой активностью воспаления, характе-
ризовалась повышенными уровнями экспрессии генов TNF и CD163. В дальней-
шем обнаруженные нами молекулярно-генетические сигнатуры могут улучшить 
понимание иммунопатологии туберкулёза и потенциально быть полезными при 
разработке подходов для повышения эффективности противотуберкулезной тера-
пии. Продемонстрированные в данном разделе результаты расширяют имеющи-
еся данные об активности туберкулёзного воспаления и задействованных в нём 
молекулярных механизмов. Дальнейшее уточнение функций P-gp при туберкулёз-
ном воспалении может быть важным шагом в разработке новых подходов лечения 
туберкулёза в персонализированной химиотерапии.
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ГЛАВА 4

БЕЛКИ МЛУ ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ
ТУБЕРКУЛЁЗНОМ ВОСПАЛЕНИИ

И ЕГО ХИМИОТЕРАПИИ

В данном разделе представлены результаты исследований, которые отвеча-
ют на вопрос: как развитие туберкулёзного воспаления влияет на экспрессию 
генов белков МЛУ отдельно и совместно с разными вариантами противотубер-
кулёзных препаратов?

Генетика играет важную роль в проявлении устойчивости или чувствитель-
ности организма хозяина к туберкулёзной инфекции. Восприимчивость к тубер-
кулёзной инфекции, развитие и течение ответного воспалительного процесса
в организме-хозяина являются полигенно контролируемыми признаками. Анализ 
экспрессии генов ABC-транспортёров в операционном материале больных тубер-
кулёзом лёгких продемонстрировал, что ген ABCB1 транспортёра P-gp является 
референсным геном активности туберкулёзного воспаления. При этом было вы-
явлено, что его экспрессия является гетерогенной в группе больных с высокой 
активностью специфического воспаления. Это поставило вопрос о необходимо-
сти изучения факторов влияния туберкулёзного воспаления на экспрессию гена 
ABCB1 в адекватных экспериментальных условиях in vivo. Важно было получить 
экспериментальное туберкулёзное воспаление, развитие которого позволило бы 
по морфологическим признакам выделить разные стадии его активности в лёгких 
и сопоставить их с уровнем экспрессии генов белков МЛУ – P-gp, MRP1, BCRP. 

Исследование проводили на базе виварного комплекса ЦНИИТ (руководитель 
к.б.н. И.В. Бочарова), имеющего необходимую сертификацию для постановки
и изучения моделей экспериментального туберкулёза. Инбредные линии мышей 
C57BL/6 и Balb/c являются наиболее признанным модельным объектом для ис-
следования патогенеза туберкулёзного воспаления. Тем более, что выявленная го-
мология геномов мыши и человека составляет около 85%. На сегодняшний день 
показано достаточно сильное сходство почти всех аспектов иммунного ответа на 
M. tuberculosis у человека и мыши (Apt and Kramnik, 2009; Apt, 2011). Моделирова-
ние экспериментального туберкулёза на мышах широко используется в доклини-
ческих испытаниях (Kondratyeva et al, 2024; Linge et al, 2023; Nikonenko et al, 2023).

Для ответа на вопрос о модуляции экспрессии генов белков МЛУ при тубер-
кулёзном воспалении в лёгких в работе были получены следующие эксперимен-
тальные модели in vivo: 1) прогрессирующее течение туберкулёзного воспаления 
в лёгких инфицированных мышей; 2) развитие туберкулёзного воспаления в лёг-
ких мышей, инфицированных в условиях действия химиотерапии основными 
противотуберкулёзными препаратами – рифампицином или изониазидом.

Одним из критериев выбора экспериментальной модели был уровень экс-
прессии генов ABC-транспортёров в лёгких здоровых неинфицированных 
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животных. С целью его определения был предварительно проведён анализ 
уровней экспрессии генов МЛУ в лёгких мышей разных инбредных линий. 
В результате были выбраны мыши линии Balb/c, которые характеризовались 
достаточно низким уровнем экспрессии генов анализа, что позволило в даль-
нейшем выявить индукцию экспрессии генов Abcb1a/b, Abcc1, Abcg2.

Для получения модели экспериментального туберкулёза использовали  
классическую модель инфицирования мышей (Nikonenko et al., 1985; Erokhina 
et al., 2017). Мышей инбредной линии Balb/c содержали в специализированном 
виварии ФГБНУ «ЦНИИТ» в соответствии с постановлением Министерства 
здравоохранения Российской Федерации № 755 и протоколу National Institute 
of Health по обеспечению безопасности животных (OLAW) № A5502. Вода
и еда были предоставлены ad libitum. Все экспериментальные процедуры были 
одобрены комитетом по уходу за животными ФГБНУ «ЦНИИТ» (протоко-
лы IACUC № 4). Мыши были инфицированы аэрогенным путём из расчёта
100 жизнеспособных КОЕ на лёгкое с использованием специализированной 
камеры (Glas-Col, Terre Haute, IN). Штамм M. tuberculosis H37Rv был первона-
чально получен из Института Пастера (Париж, Франция). Всего в эксперимен-
те было использовано 70 мышей. Эффективность инфицирования отражало 
нарастание количества КОЕ M. tuberculosis на лёгкое мыши, которое составило 
(M ± SD (log10)): 5,2 ± 0,21 (21 день), 7,64 ± 0,58 (45 дней), 10,2 ± 0,41 (90 дней). 
Эти же сроки были использованы для гистологической оценки прогрессирова-
ния (активности) туберкулёзного процесса у нелеченных животных. 

Введение лекарственных препаратов (с питьевой водой) экспериментальным 
животным было начато на 25-й день после их инфицирования и продолжалось 
в течение 65 дней рифампицином (10 мг/кг) или изониазидом (25 мг/кг). Вы-
бор экспериментальных концентраций препаратов обусловлен их концен-
трацией в крови пациентов с туберкулёзом лёгких при проведении химио- 
терапии. Экспрессию генов Abcb1a/b, Abcc1, Abcg2 определяли при помощи 
полуколичественного метода ПЦР с обратной транскрипцией и последующим 
анализом изображений продуктов амплификации в программе Image Pro Plus
и их сравнения с амплификацией гена «домашнего хозяйства» Actb. Гистологи-
ческое исследование проводилось по стандартной методике.

4.1 Гистологическая характеристика туберкулёзного воспаления
у мышей в динамике развития и после химиотерапии

Как показало гистологическое исследование, лёгкие интактных животных 
характеризуются «воздушной» паренхимой, сформированной хорошо расправ-
ленными альвеолами (рис. 4.1), выстланными однослойным плоским эпители-
ем. Просматриваются продольные и поперечные срезы внутрилёгочных брон-
хов (1), терминальных (2) и респираторных (3) бронхиол, альвеолярных ходов 
(4). Имеются единичные локальные участки кровоизлияния (геморрагии), что, 
очевидно, является результатом проведения цервикальной дислокации.
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Рис. 4.1. Морфологические изменения в лёгких при прогрессировании туберкулёзного
воспаления у нелеченных мышей. В процессе развития туберкулёзного воспаления происходит 

увеличение зоны, занимаемой периваскулярными и перибронхиальными инфильтратами, их 
слияние в пневмонические фокусы (1 – средние и мелкие бронхи, 2 – терминальная бронхи-
ола, 3 – респираторная бронхиола, 4 – альвеолярные ходы); мПИ – мелкие периваскулярные 
инфильтраты, кПИ – крупные периваскулярные инфильтраты, мПБИ – мелкий перибронхи-
альный инфильтрат, ПФ – пневмонический фокус. Окрашивание гематоксилином и эозином. 

Масштабный отрезок = 100 мкм  

Через 21, 45 и 90 дней после аэрогенного инфицирования у нелеченных жи-
вотных наблюдаются характерные изменения в лёгких, свидетельствующие о 
наличии и прогрессировании специфического воспаления. На начальной стадии 
его развития (21 день) в лёгочной паренхиме появляются отдельные мелкие пе-
рибронхиальные и периваскулярные клеточные инфильтраты. При прогресси-
ровании процессса (45 дней) эти области сливаются между собой. На поздней 
стадии (90 дней) в лёгком формируются крупные пневмонические фокусы. 

Динамика увеличения площади инфильтративных изменений представлена 
на рис. 4.2: значения медианы размеров пневмонических фокусов возрастают в 
3,6 раза через 45 дней и 7,3 раза через 90 дней, что значительно превышает этот 
показатель для начальной стадии развития туберкулёзного воспаления. 
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Анализ клеточного состава инфильтратов показал, что через 21 день после 
инфицирования в них преобладают моноциты/макрофаги, выявляются единич-
ные нейтрофилы и отдельные макрофаги с пенистой цитоплазмой (размер кле-
ток 15‒17 мкм), которые локализуются поодиночке или формируют небольшие 
скопления (рис. 4.3а‒г).

Через 45 дней после инфицирования в лёгких определяются пневмониче-
ские фокусы, содержащие скопления пенистых макрофагов, среди которых 
встречаются отдельные клетки с признаками деструктивных изменений. Во-
круг них локализуются нейтрофилы, формирующие небольшие скопления из 
3‒5 клеток (рис. 4.4 а,б).

Рис. 4.2. Гистограмма увеличения 
площади пневмонических фокусов 
в лёгких мышей при прогрессиро-
вании туберкулёзного воспаления.  
* ‒ в сравнении с 21-ми сутками и 
** 45-ми сутками туберкулёзного 
воспаления, p = 0,00001, t-крите-
рий Стьюдента. Анализ площади 
инфильтратов проводился при 
помощи программы Image J

Рис. 4.3. Особенности клеточно-
го состава инфильтратов
в лёгких мышей через 21 день 
после инфицирования:
а – периваскулярный инфильтрат 
(белой стрелкой показан крове-
носный сосуд, красной ‒ макро-
фаги в просвете альвеолы;
б – перибронхиальный инфиль-
трат (голубая стрелка указывает 
на нейтрофил, жёлтая ‒ на ско-
пление макрофагов); в – одиноч-
ный пенистый макрофаг (зелёная 
стрелка) в области формирова-
ния перибронхиального инфиль-
трата; г – небольшое скопление 
пенистых макрофагов (показаны 
зелёной стрелкой). Окрашивание 
гематоксилином и эозином.
Масштабный отрезок = 20 мкм
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Рис. 4.4. Особенности клеточного состава пневмонических фокусов в лёгких мышей через
45 дней после инфицирования:  а – периваскулярный инфильтрат (белой стрелкой показан 
кровеносный сосуд, эелёной ‒ пенистые макрофаги); б – пенистый макрофаг с признаками 

деструкции цитоплазмы (красная стрелка) и рядом расположенные нейтрофилы (белая 
стрелка). Окрашивание гематоксилином и эозином. Масштабный отрезок 20 мкм

Через 90 дней в составе пневмонических фокусов формируются крупные 
скопления пенистых макрофагов: клетки со светлой вакуолизированной цито-
плазмой, достигающие в размере 20‒25 мкм. В составе таких скоплений выяв-
ляются нейтрофильные лейкоциты, формируются локальные зоны микроне-
кроза (рис. 4.5).

Рис. 4.5. Особенности клеточного состава пневмонических фокусов в лёгких мышей через
90 дней после инфицирования. Зелёная стрелка – скопление пенистых макрофагов, жёлтая 

стрелка – лимфоциты и их скопления, красная стрелка – микронекрозы, содержащие
нейтрофилы (голубая стрелка). Масштабный отрезок = 20 мкм 

Таким образом, на основании морфологического исследования лёгких
у инфицированных M. tuberculosis мышей линии Balb/c экспериментальную мо-
дель туберкулёза можно разделить на три стадии: начальную (21 сутки), промежу-
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точную (45 суток) и позднюю (90 суток). Прогрессирование туберкулёзного воспа-
ления сопровождается инфильтрацией альвеолярной паренхимы лимфоцитами и 
макрофагами, в том числе с пенистой цитоплазмой, разрушение которых приводит 
к концентрации в этих зонах нейтрофилов и формированию микронекрозов. 

После химиотерапии экспериментального туберкулёза в лёгких выявляют-
ся отдельные зоны с мелкими и, значительно реже, крупными периваскуляр-
ными и перибронхиальными воспалительными инфильтратами (рис. 4.6а‒в и 
4.7а‒в). У мышей, леченых рифампицином, инфильтраты содержат скопления 
лимфоцитов и пенистых макрофагов с признаками деструкции (рис. 4.6г‒е). 
Для животных, леченых изониазидом, характерны инфильтраты преимуще-
ственно с макрофагами без признаков деструкции (рис. 4.7г).

Рис. 4.6. Туберкулёзное воспаление в лёгких мышей после химиотерапии рифампицином:
а – мелкие периваскулярные и перибронхиальные инфильтраты, б – крупный периваскулярный 
инфильтрат, в – пневмонические фокусы, г – лимфоцитарный инфильтрат, д – лимфоцитарный 
инфильтрат с отдельными пенистыми макрофагами (красная стрелка), е ‒ скопление пенистых 

макрофагов с признаками деструкции. ПИ и ПБИ – периваскулярные и перибронхиальные 
инфильтраты. ПФ – пневмонические фокусы. Красной рамкой показан один и тот же участок 

среза при разном увеличении. Окрашивание гематоксилином и эозином. Масштабный отрезок 
100 мкм (а, б, в), 50 мкм (г, д) и 20 мкм (е).
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Рис. 4.7. Туберкулёзное воспаление в лёгких мышей после химиотерапии изониазидом:
а – мелкие периваскулярные и перибронхиальные инфильтраты,

б – крупный периваскулярный инфильтрат, в – пневмонические фокусы,
г – скопление макрофагов. ПИ и ПБИ – периваскулярные и перибронхиальные

инфильтраты. ПФ – пневмонические фокусы. Красной рамкой показан один
и тот же участок среза при разном увеличении.

Окрашивание гематоксилином и эозином.
Масштабный отрезок 100 мкм (а, б, в) и 50 мкм (г).

4.2 Анализ экспрессии генов P-gp, Mrp1, Bcrp

Данные об уровне экспрессии генов ABC-транспортёров в лёгких на разных 
стадиях развития туберкулёзного процесса у мышей, в сравнении с интактны-
ми животными, приведены в табл. 4.1, статистический анализ ‒ в табл. 4.2, 4.3. 
Анализ значений медиан показал, что уже на начальной стадии туберкулёзного 
воспаления (21 день) увеличивается уровень экспрессии генов Abcb1a и Abcc1 
по сравнению с интактными животными. Индукция экспрессии гена Abcb1b 
происходит на 45-й день, тогда как экспрессия гена Abcg2 в среднем остается 
на одном и том же уровне на всех сроках эксперимента.
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Табл. 4.1. Уровень экспрессии генов белков МЛУ на разных стадиях развития 
туберкулёзного воспаления и при его химиотерапии рифампицином или изониазидом

Даны значения медиан, в скобках указан квартиль распределения (25‒75%); 
ТБ – туберкулёзное воспаление, RIF – рифампицин, IZN – изониазид. 

* ‒ по сравнению с контрольными животными, ** ‒ по сравнению
с 21 сутками туберкулёзного воспаления статистически значимые различия 
в экспрессии генов относительно контрольных значений (интактные живот-
ные). Красным и синими кругами отмечены статистически значимые разли-
чия между группами сравнения при химиотерапии туберкулёзного воспаления 

Табл. 4.2. Статистически значимые различия между группами сравнения в динамике 
развития туберкулёзного воспаления в лёгких мышей

ТБ (дни) 21 день ТБ 45 дней ТБ 90 дней ТБ

Abcb1a

0 дней 0,032 0,001 0,005
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ТБ (дни) 21 день ТБ 45 дней ТБ 90 дней ТБ

Abcb1b

0 дней ‒ 0,004 0,028

21 день ТБ 0,02 ‒

Abcc1

0 дней 0,001 0,004 0,005
21 день ТБ ‒ 0,048 0,015

Срок 0 дней соответствует интактным (неинфицированным) животным.
U-критерий Манна ‒Уитни

Табл. 4.3. Статистически значимые различия между группами сравнения при химиоте-
рапии экспериментального туберкулёза рифампицином или изониазидом

Группы сравнения 90 день ТБ 90 дней ТБ
 + IZN

Abcb1a

90 дней ТБ + RIF 0,002 0,007

Abcc1

90 дней ТБ + RIF ‒ 0,005

U-критерий Манна ‒ Уитни

Экспрессия гена Abcb1a также возрастает в динамике развития туберку-
лёзного процесса, достигая максимума на срок в 90 дней (в 2,4 раза). Несмотря 
на столь значимое возрастание, уровень экспрессии гена Abcb1a в этой груп-
пе статистически достоверно выше только по сравнению с группой контроля 
(табл. 4.2). Уровень экспрессии гена Abcb1b остается на одном уровне с ранни-
ми сроками развития туберкулёзного воспаления, статистически значимое уве-
личение (в 1,5 раза) его экспрессии выявляется только на 45-й день и остаётся 
на достигнутом уровне до конца наблюдения. 

Для гена Abcc1 прослеживается устойчивая тенденция к повышению уров-
ня его экспрессии при прогрессировании туберкулёзного процесса вплоть до 
поздней стадии (90 дней). Возрастание уровня экспрессии гена Abcc1 на сро-
ках 21 (в 2,6 раза), 45 (в 3,7 раза) и 90 (3,85 раза) дней статистически достовер-
но выше по сравнению с контролем (табл. 4.2). 

В лёгких инфицированных мышей на фоне их лечения рифампицином ре-
гистрируется высокая экспрессия генов Abcb1a и Abcс1, которая выше в 6,7
и 5 раз соответственно, чем при химиотерапии изониазидом (табл. 4.1, 4.3).

Окончание таблицы 4.2.
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В последнем случае уровень экспрессии вышеперечисленных генов сравним с 
их экспрессией в группе интактных животных (кроме гена Abcс1, экспрессия 
которого ниже). Различия в уровнях экспрессии генов Abcg2 и Abcb1b не выяв-
лены. Обращает на себя внимание и тот факт, что изониазид снижает экспрес-
сию генов МЛУ даже по сравнению с контрольными животными. 

Для ответа на вопрос о возможном влиянии рифампицина на экспрессию 
генов белков МЛУ в клетках самих лёгких, т. е. при отсутствии факторов ту-
беркулёзного воспаления, были поставлены дополнительные эксперименты.
С этой целью неинфицированных мышей (самки) линии Balb/c (по 7 животных
в группе эксперимента и интактного контроля) длительно «лечили» рифампици-
ном. Препарат добавляли в питьевую воду из расчёта 10 мг на килограмм веса 
мышки в течение 120 дней. Экспрессию генов белков МЛУ определяли при по-
мощи полуколичественного метода ПЦР с обратной транскрипцией с последу-
ющим анализом изображений продуктов амплификации в программе Image-Pro 
Plus и их сравнения с амплификацией гена «домашнего хозяйства» Actb.

Анализ изменения уровня экспрессии генов анализа в лёгких здоровых живот-
ных показал, что под воздействием длительного приема рифампицина достоверно 
возрастает (в 2,6 раза) экспрессия гена Abcb1a (с 33 до 111) (табл. 4.4) при ста-
тистической значимости p = 0,019. Для гена Abcb1b можно говорить о тенденции
к увеличению значения медианы его экспрессии в 1,5 раза (с 41 до 60), хотя эти из-
менения не являются статистически значимыми. Для других генов МЛУ изменения 
в уровне экспрессии при длительном воздействии рифампицином не выявлены.

Табл. 4.4. Изменение уровня экспрессии гена Abcb1a в лёгких здоровых мышей при 
длительном воздействии рифампицином 

                         Гены Abcb1a Abcb1b Abcc1 Abcg2 

Интактные 
животные

39
(29‒48)

41
(29‒44)

21
(14‒81)

71
(39‒77)

+ RIF 105*
(75–162)

60
(50‒82)

25
(15‒48)

71
(34‒79)

Даны значения медиан, в скобках указан квартиль распределения (25‒75%).
Звездочкой отмечено статистически значимое (p < 0,019) различие в экс-

прессии гена Abcb1a при сравнении группы интактных животных и после дли-
тельного воздействия рифампицином. 

Таким образом, полученные результаты демонстрируют, что длительное 
воздействие рифампицином (в отсутствие туберкулёзного воспаления) инду-
цирует экспрессию гена Abcb1a (и в меньшей степени экспрессию гена Abcb1b) 
в лёгких у здоровых мышей. Клетки альвеолярного эпителия составляют по-
давляющее большинство (75‒77%) в лёгких мышей (Stone et al., 1992; Лепеха 
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и др., 2017) и это позволяет предположить, что рифампицин является индукто-
ром экспрессии гена Abcb1a, в первую очередь, в альвеолярном эпителии. 

Сравнение значений медиан генов МЛУ при прогрессировании туберкулёз-
ного воспаления показало, что для всех генов анализа характерен разный уро-
вень экспрессии. Если уровень экспрессии гена Abcg2 в процессе эксперимента 
не изменяется, то по сравнению с контрольной группой экспрессия гена Abcb1a 
увеличивается в 2,4 раза; Abcb1b – в 1,5 раза; Abcc1 – в 3,85 раза. Возрастание 
уровней экспрессии генов происходит уже на начальной стадии инфицирования 
(кроме гена Abcb1b) и остаётся высокой при дальнейшем прогрессировании вос-
палительного процесса. При этом максимальные значения уровня экспрессии 
генов МЛУ достигаются на сроках 45 или 90 дней туберкулёзного воспаления. 
Только для двух генов ‒ Abcb1a и Abcc1 ‒ характерны высокие уровни их экс-
прессии (с тенденцией к увеличению) на всех стадиях туберкулёзного процесса. 

Согласно нашим данным, уже на ранней стадии туберкулёзного воспаления 
(21 день) наблюдается значимое (в несколько раз) увеличение экспрессии генов 
Abcb1a и Abcc1. На более поздних сроках эксперимента для гена Abcb1a выявле-
на динамика в увеличении его экспрессии, но она статистически достоверно раз-
личается только с данными интактной группы животных. Экспрессия гена Abcc1 
на более поздних сроках туберкулёзного воспаления продолжает статистически 
значимо возрастать, тем более экспрессии этого гена в легких мышей выше, чем 
Abcb1a и Abcg2 по сравнению с другими органами (Bleasby et al., 2006). 

Результаты, полученные нами при изучении экспериментального туберку-
лёза, согласуются с данными Lee и соавторов, которые использовали модель 
аэрогенно инфицированных мышей линии C57BL/6 штаммом H37Rv (Lee et al., 
2009). Работа данных авторов ‒ одна из немногих, где была сделана глобальная 
попытка выявить индуцибельность экспрессии генов двадцати белков-транс-
портёров, относящихся к семейству AТФ-связывающих белков в разных парен-
химатозных органах при туберкулёзе. Наиболее значимые изменения в экспрес-
сии анализируемых генов были выявлены в печени, почке и кишечнике, более 
дифференцированные – в селезёнке и лёгких. Отмечается, что прогрессирова-
ние туберкулёзного процесса в лёгких коррелирует с экспрессией генов следую-
щих цитокинов: IL1β, TNF-α и IFNγ через 4 недели, а IL6, 10, 12 ‒ через 8 недель 
после инфицирования. Наличие баланса между про- и противовоспалительны-
ми цитокинами указывает на наступление хронической стадии туберкулёзного 
процесса. На этом же сроке воспаления (8 недель) наблюдалось увеличение экс-
прессии генов практически всех проанализированных белков-транспортёров. В 
клетках лёгкого достоверно возрастала экспрессия генов Abcb1a, Abcc1, Abcg2, 
тогда как экспрессия Abcb1b не изменялась. В нашем исследовании были ис-
пользованы значительно более длительные сроки наблюдения (22,5 недели), ко-
торые позволили проследить динамику повышения экспрессии всех этих генов 
от начальной стадии инфицирования (21 день), образования первых выражен-
ных периваскулярных/перибронхиальных инфильтратов (45 дней) до поздней 
стадии развития туберкулёзного воспаления, на которой уже выявляются обла-
сти деструкции и микронекрозов (90 дней). Особенно выраженно возрастала 
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экспрессия гена Abcc1, что позволяет предполагать его участие в противоин-
фекционной защите лёгких, что подтверждается исследованиями последних 
лет (Zukauskas et al., 2018). 

В нашем исследовании рифампицин в лёгких неинфицированных живот-
ных вызывает индукцию экспрессии гена Abcb1a. В проведённых ранее ис-
следованиях других авторов показано, что рифампицин вызывает индукцию 
гена ABCB1 в энтероцитах, гепатоцитах, эпителии почечных канальцев че-
ловека (Greiner et al., 1999; Geick et al., 2001; Magnarin et al., 2004). Один из 
механизмов, который может приводить к увеличению уровня экспрессии гена 
ABCB1 – это активация прегнанового рецептора PXR, который относится к 
суперсемейству ядерных рецепторов (Kim et al., 2015). Рифампицин является 
лигандом для PXR (Sinz et al., 2006). После связывания рифампицина с PXR 
прегнановый рецептор активируется, транслоцируется в ядро и связывается с 
промоторной областью гена ABCB1, что индуцирует его экспрессию. У мышей 
PXR регулирует экспрессию как Abcb1a, так и Abcb1b генов (Сui et al., 2009). 

4.3 Заключение к главе 4

Полученные на экспериментальных моделях in vivo результаты позволяют 
констатировать как вклад факторов воспалительной реакции, так и фарма-
кологического воздействия рифампицина на экспрессию генов белков МЛУ. 
При этом следует отметить, что развитие туберкулёзного воспаления у мышей 
характеризуется рядом особенностей. В гранулемах лёгких мышей нет обла-
сти центрального некроза (могут возникать отдельные области деструкции 
и микронекрозов), вокруг туберкулёзных очагов не формируется фиброзная 
капсула, расположение макрофагов и T-лимфоцитов в туберкулёзных очагах
у мышей и людей не идентичны друг другу. В гранулематозных зонах лёгких 
мышей нет гипоксии. Данные особенности необходимо учитывать при сравне-
нии результатов, полученных на клиническом и экспериментальном материале.

Продемонстрирована динамика повышения экспрессии генов Abcb1a/b
и Abcc1 в клетках лёгких на разных стадиях развития экспериментального ту-
беркулёзного воспаления у мышей. Возрастание уровня экспрессии особенно 
характерно для генов Abcc1 и Abcb1a, кодирующих наиболее универсальный 
из белков МЛУ ‒ Pgp. Уровень Abcb1a также значимо возрастает при химиоте-
рапии рифампицином неинфицированных и инфицированных M. tuberculosis 
мышей, что подчёркивает роль рифампицина как индуктора Abcb1a. Этот ре-
зультат свидетельствует о том, что из-за активности белков-транспортеров кле-
ток лёгкого при развитии туберкулёзного процесса уже создаётся платформа 
для возможного снижения эффективности специфической химиотерапии.
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ГЛАВА 5

МОДЕЛИРОВАНИЕ АКТИВНОСТИ P-GP
В ЭПИТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТКАХ in vitro

Рифампицин является гидрофобным препаратом и легко проникает в клет-
ки и ткани: его внутриклеточная концентрация может превышать внеклеточ-
ную концентрацию в 4-5 раз (Burman, 1997). В последние годы появляется всё 
большее число исследований, изучающих «вторичные» эффекты препарата, не 
связанные с его антибактериальной активностью.

Говоря об исследовании активности P-gp под влиянием рифампицина, важ-
но определить эффекты воздействия препарата на митохондрии в клетках че-
ловека (млекопитающих). Известно, что в клетках бактерий мишенью для ри-
фампицина является β-субъединица РНК-полимеразы, и взаимодействие с ней 
этого препарата блокирует удлинение молекулы РНК (Campbell et al., 2001).
В ранних работах, посвящённых изучению свойств рифампицина, было проде-
монстрировано, что в клетках млекопитающих рифампицин способен ингиби-
ровать митохондриальную РНК-полимеразу (Gadaleta et al., 1970) и блокиро-
вать синтез РНК в митохондриях (Buss et al., 1978). Это означает, что одной из 
потенциальных мишеней для рифампицина в клетках человека являются ми-
тохондрии. Р-gp – АТФ-зависимый белок, и для корректной оценки действия 
рифампицина на его функциональную активность необходимо ответить на во-
прос о характере влияния препарата на митохондрии.

В разделе 4 было установлено, что рифампицин вызывает индукцию 
экспрессии гена Abcb1a/Mdr1a в лёгких здоровых и инфицированных
M. tuberculosis мышей. В респираторном отделе лёгких эпителиальные клетки 
составляют 75‒77% у мыши и 69‒71% у человека. Клетки интерстиция (гисти-
оциты, дендритные клетки, фибробласты) – 21‒22,6% и 26‒28,4%, а альвеоляр-
ные макрофаги – 2,3‒2,4% и 3‒3,2% соответственно (Stone et al., 1992; Лепеха, 
2017). Исходя из клеточного состава респираторного отдела лёгких, очевидно, 
что клетки эпителия составляют подавляющее большинство (более 70%). Мы 
предположили, что индукция экспрессии гена Abcb1a рифампицином происхо-
дит в клетках эпителия и в макрофагах. В связи с этим была поставлена задача  
проанализировать влияние рифампицина на функциональную активность P-gp 
в клетках эпителиального происхождения и в провоспалительных макрофагах 
человека, а также выявить влияние рифампицина на митохондрии. В разделе 5 
представлены данные, характеризующие влияние рифампицина на активность 
P-gp в клетках эпителиального происхождения и на митохондрии. Эксперимен-
ты проводились на клеточной линии СПЭВ (почка эмбриона свиньи). Выбор 
этой линии объяснялся изначально более низким уровнем в клетках активно-
сти P-gp по сравнению с клетками эпителиального происхождения других ли-
ний. Этот факт позволил выявить значительное возрастание функциональной 
активности P-gp после длительного воздействия рифампицином.

Глава 5. Моделирование активности P-gp в эпителиальных клетках in vitro
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5.1 Модулирование функциональной активности P-gp

Для того чтобы получить линию клеток с индуцированным P-gp, необхо-
димо было на первом этапе исследования определить рабочие концентрации 
рифампицина. Для этого был проведён анализ выживаемости клеток в среде
с возрастающими концентрациями препарата (72 часа, МТТ-тест). Результаты ис-
следования показали, что клетки линии СПЭВ чувствительны к действию анти-
биотика, и значения IC50 (гибнет 50% клеточной популяции) находятся в диапазоне
190 ± 10 мкг/мл (рис. 5.1). При данной концентрации число клеток статистиче-
ски значимо ниже на 50%, чем в контроле (p = 0,019). Полученные результаты 
также подтверждаются методом подсчёта нежизнеспособных клеток, окрашен-
ных 0,1% трипановым синим: IC50 = 200 ± 9,7 мкг/мл рифампицина (p = 0,019). 

Таким образом, были выявлены нетоксичные, субтоксичные и токсичные 
концентрации рифампицина, которые в дальнейшем использовались для моду-
лирования функциональной активности P-gp и выявления его воздействия на 
митохондрии. Для этого были решены следующие задачи:

1) получить резистентную к рифампицину линию клеток СПЭВ;
2) проанализировать в резистентных клетках ультраструктуру митохондрий 

методами цитохимического окрашивания и трансмиссионной электронной ми-
кроскопии;

3) оценить в резистентных сублиниях методом проточной цитометрии 
функциональную активность P-gp по тесту на выброс флуоресцентного краси-
теля родамина 123.

Для получения резистентной сублинии клеток СПЭВ были выбраны кон-
центрации рифампицина в диапазоне от 10 до 100 мкг/мл. В течение 120 дней 
клетки культивировали в возрастающих концентрациях препарата, увеличи-
вая её каждые 7‒10 дней на 10 мкг/мл. В присутствии 100 мкг/мл клетки вели 
в течение 4 недель. Промежуточные значения индекса цитотоксичности IC50 

Рис. 5.1. Динамика 
выживаемости клеток линии 
СПЭВ при культивировании 
в возрастающих 
концентрациях 
рифампицина (72 часа). 
МТТ-тест и окрашивание 
клеток 0,1% трипановым 
синим. Гистограммы 
построены при сравнении с 
контрольными значениями 
жизнеспособности клеток, 
которые приняты за 100%. 
Приведены средние значения 
± стандартное отклонение по 
результатам
5 экспериментов
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(гибнет 50% клеток), которые были получены через 30 дней культивирования 
эпителиальных клеток в присутствии рифампицина, возрастали в среднем в 
1,68 раза: с 190,0 ± 10,2 мкг/мл до 320,0 ± 11,4 мкг/мл. Через 120 дней культи-
вирования происходило увеличение IC50 в 2,9 раза, по сравнению с контролем, 
и IC50 достигал значений 460,0 ± 15,8 мкг/мл (рис. 5.2). Данные статистически 
значимы. Таким образом, в клетках СПЭВ происходит формирование механиз-
мов резистентности в результате их культивирования в присутствии возраста-
ющих концентраций рифампицина – это выражается в возрастании значений 
индекса цитотоксичности препарата в 3 раза. Мы предположили, что механизм 
такой резистентности связан с возрастающей активностью P-gp, который ак-
тивно экспортирует рифампицин из цитоплазмы клеток во внеклеточную сре-
ду, не давая препарату связываться с мишенями внутри клеток.

Для оценки функциональной активности P-gp использовали тест на выброс 
родамина 123 – флуоресцентного красителя и специфичного субстрата для 
P-gp. Если активность P-gp возрастает под действием рифампицина, то выброс 
родамина 123 становится более выраженным, чем в исходных клетках.

Анализ методом проточной цитометрии показал, что в клетках резистент-
ной к рифампицину сублинии СПЭВ интенсивность выброса родамина 123, 
по сравнению с исходными клетками, значительно возрастает. В этих клетках 
средние значения флуоресценции составляют 23,5 ± 7,7%, что сравнимо с вы-
бросом родамина 123 в клетках с высокой активностью P-gp линии K562/i-S9 
с трансфицированным геном ABCB1 (использована в качестве положительного 
контроля) (рис.5.3). Винбластин – специфичный ингибитор P-gp ‒ блокирует 
выброс родамина 123, и интенсивность флуоресценции в его присутствии воз-
растает до 76,5 ± 15,7%. 

Рис. 5.2. Изменение пока-
зателя IC50 при длительном 
(120 дней) культивиро-
вании клеток СПЭВ в 
присутствии возрастающих 
концентраций рифампи-
цина от 10 до 100 мкг/
мл. Приведены средние 
значения ± стандартное 
отклонение по результатам 
4 экспериментов. МТТ-тест 
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Рис. 5.3. Гистограмма выброса родамина 123 в клетках СПЭВ после длительной селекции в 
возрастающих концентрациях рифампицина. Вертикальная ось – (отношение средней флуорес-
ценции на клетку при выбросе родамина 123 / средняя флуоресценция на клетку при накопле-

нии родамина 123) х 100 (%) 

Отдельно изучен выброс родамина 123 в присутствии 100 мкг/мл рифам-
пицина – интенсивность флуоресценции статистически значимо возрастает до 
51,75 ± 9,7%. Таким образом, продемонстрировано, что рифампицин сти-
мулирует возрастание активности выброса родамина 123 – специфичного 
субстрата для P-gp в клетках эпителия.

5.2 Митохондрии, тест для оценки активности P-gp

Для оценки структурного и функционального состояния митохондрий в 
клеточной линии СПЭВ под воздействием токсических (200 мкг/мл) концен-
траций рифампицина проведено окрашивание клеток потенциал-зависимым 
красителем – Mitotracker Orange и ультраструктурное исследование митохон-
дрий. Цитохимическое окрашивание Mitotracker Orange показало, что в кон-
трольных клетках СПЭВ митохондрии выявляются в виде сети (рис. 5.4а). На 
периферии клеток сеть имеет рыхлое расположение и представлена в виде 
одиночных длинных митохондрий. При действии 200 мкг/мл рифампицина 
происходит реорганизация хондриома: единая сеть распадается на отдельные 
митохондрии округлой формы, которые распределяются дисперсно по цито-
плазме (рис. 5.4 б), образуют скопления в околоядерном регионе, на пери-
ферии клеток и в отростках. В длинных тонких отростках отдельных клеток 
происходит формирование крупных скоплений митохондрий, что предпола-
гает их дальнейшую экструзию.
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Рис. 5.4. Перестройка сети митохондрий в клетках культуры СПЭВ при воздействии 
рифампицином: а – контроль, общий вид, б – 200 мкг/мл рифампицина, 72 часа, 

фрагментация сети митохондрий, Mitotracer Orange. Контуры клеток нанесены по
DIC-изображениям. Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия.

Масштабный отрезок 15 мкм.

Исследования методом просвечивающей электронной микроскопии были 
проведены с использованием оборудования ЦКП «Электронная микроскопия в 
науках о жизни» МГУ им. М.В. Ломоносова (УНУ «Трёхмерная электронная ми-
кроскопия и спектроскопия») при участии зав. кафедрой клеточной биологии и 
гистологии Биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова, профессора, 
д.б.н. Галины Евгеньевны Онищенко.  Согласно электронно-микроскопиче-
скому анализу в контрольных клетках митохондрии имеют вытянутую форму 
(рис. 5.5а). Внутри митохондрий выявляются кристы и матрикс с гомогенным 
содержимым. Кристы расположены параллельно друг другу и имеют плотную 
локализацию. После воздействия в течение 72 часов рифампицином в концен-
трации 200 мкг/мл в цитоплазме клеток появляются митохондрии округло-
овальной или неправильной формы с признаками деструктивных изменений: ми-
тохондрии, в которых выявляются единичные кристы или кристы кольцевидной 
формы. Матрикс митохондрий светлый, однородной консистенции (рис. 5.5б). 

Рис. 5.5. Ультраструктура митохондрий в клетках культуры СПЭВ при воздействии
рифампицина: а ‒ контроль, б ‒ рифампицин, 200 мкг/мл, 72 часа.

Масштабные отрезки: а, б = 1 мкм; Трансмиссионная электронная микроскопия
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В резистентных к рифампицину клетках СПЭВ при цитохимическом 
окрашивании Mitotracker Orange выявляется сеть, образованная нитчатыми 
митохондриями (рис. 5.6), не отличающимися от митохондрий в контроле. 

Рис. 5.6. Митохондрии в клетках резистентной к рифампицину сублинии: а – контроль,
б ‒ резистентные клетки, Mitotracer Orange. Контуры клеток и ядра нанесены
по DIC-изображениям. Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия.

Масштабный отрезок 15 мкм 

При ультраструктурном исследовании в клетках резистентной сублинии 
СПЭВ митохондрии имеют идущие параллельно друг другу кристы и плотный 
матрикс с гомогенным содержимым (рис. 5.7).

 

Рис. 5.7. Ультраструктура митохондрий в резистентных к рифампицину клетках СПЭВ:
а – контроль, б – резистентные клетки. Масштабный отрезок = 0,5 мкм.

Трансмиссионная электронная микроскопия

Такие митохондрии по своей ультраструктуре не отличаются от митохон-
дрий в контрольных клетках СПЭВ. 

Рифампицин, потенциальной мишенью для которого в клетках млекопитаю-
щих является РНК-полимераза митохондрий, вызывает эффекты, схожие с дей-
ствием митохондриальных ядов. Так, при обработке клеток ингибиторами или 
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разобщителями дыхательной цепи происходит фрагментация хондриома, которая 
предшествует деэнергизации митохондрий (Lyamzaev et al., 2008). Схожие эффек-
ты наблюдаются при повреждении митохондриальной ДНК и при индукции окис-
лительного стресса перекисью водорода и свидетельствуют о запуске программы 
апоптоза. На гепатоцитах мыши показано, что рифампицин снижает активность 
ферментов, отвечающих за удаление избытка АФК из митохондрий ‒ каталазы, 
супероксиддисмутазы, глутатион-пероксидазы, ‒ и вызывает перекисное окисле-
ние липидов (Chowdhury et al., 2006). Индукция окислительного стресса и запуск 
митохондриального пути апоптоза были показаны при совместном воздействии 
рифампицина и изониазида, которые также индуцировали некроз гепатоцитов и 
развитие фиброза в печени (Kalra et al., 2007; Bhagyaraj et al., 2016).

При развитии окислительного стресса основным источником АФК являют-
ся митохондрии. Избыток молекул АФК формируется при повреждении дыха-
тельной цепи митохондрий, вызывает их фрагментацию и изменения в ультра-
структуре митохондрий. Фрагментация митохондриальной сети необходима 
для элиминации отдельных повреждённых митохондрий, предотвращения по-
вреждения всей «энергетической сети» и может предшествовать гибели клеток 
(Severina et al., 1988; Skulachev et al., 1999; Attri et al., 2000). Процесс элимина-
ции повреждённых митохондрий сопровождается локализацией митохондрий 
около ядра, образованием крупных агрегатов и их последующим удалением 
из клетки механизмом, сходным с экзоцитозом. Применение митохондриаль-
но-направленных антиоксидантов на основе SkQ предотвращает данные про-
цессы (Зоров и др., 2005). 

5.3 Заключение к главе 5

Показано, что токсичные концентрации рифампицина вызывают фрагмен-
тацию митохондрий во всей популяции исходных эпителиальных клеток. В не-
которых клетках регистрируется образование крупных агрегатов митохондрий 
вокруг ядра, а также присутствие таких агрегатов в отростках клеток. Эти из-
менения свидетельствуют о повреждении митохондриальной сети и попытке 
клеток «избавиться» от повреждённых митохондрий. 

Митохондрии в резистентных к рифампицину эпителиальных клетках со-
храняют свою структуру и функциональную активность. Резистентная к ри-
фампицину сублиния клеток характеризуется активным выбросом родамина 
123, который является маркёром белка МЛУ – P-gp, и его активность значи-
тельно возрастает. Данные эксперименты показывают, что в эпителиальных 
клетках фактически развивается резистентность к высоким концентрациям 
рифампицина и этот процесс связан с функциональной активностью P-gp. Ми-
тохондрии в таких клетках являются биомаркером резистентности.

Эти результаты также демонстрируют, что в случае высокой актив-
ности P-gp рифампицин не достигает внутриклеточных мишеней, что 
является чрезвычайно актуальным при внутриклеточной локализации
M. tuberculosis.
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ГЛАВА 6

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ВЛИЯНИЕ РИФАМПИЦИНА
ИЛИ БЕДАКВИЛИНА НА БЕЛОК МЛУ P-GP

При туберкулёзе лёгких макрофаги воспаления выполняют ключевые функ-
ции как клетки, формирующие защитную гранулёматозную реакцию, регули-
рующие характер воспалительного процесса и осуществляющие фагоцитоз
M. tuberculosis. От их функциональной активности зависит успешность элими-
нации внутриклеточных форм M. tuberculosis. Изучение молекулярных и кле-
точных механизмов, через которые возможно терапевтически «улучшить» или 
изменить потенции макрофагов, в настоящее время рассматривается в качестве 
одной из перспективных стратегий повышения эффективности лечения пациен-
тов с туберкулёзом лёгких. Это требует более глубокого понимания взаимодей-
ствия патогена с организмом «хозяина» и открытия новых мишеней для терапев-
тического воздействия в макрофагах (рис.6.1).

Рис. 6.1. Макрофаги как перспективная мишень для разработки новых
терапевтических стратегий для химиотерапии туберкулёза

Рифампицин был открыт в 1964 году и до сих пор остаётся одним из важней-
ших препаратов для лечения туберкулёза. Бедаквилин является первым препара-
том с новым механизмом действия на M. tuberculosis, одобренным для лечения 
туберкулёза за последние 50 лет (Worley and Estrada, 2014). Несмотря на то, что 
он используется в клинике только 10 лет, уже выявлены клинические изоляты 
M. tuberculosis c устойчивостью к данному антибиотику, в том числе и в России 
(Zimenkov et al., 2017). Так как рифампицин давно используется в терапии тубер-
кулёза, его клеточные мишени изучены лучше, чем бедаквилина. Однако имму-
номодулирующие характеристики этих препаратов ещё требуют своего изучения.
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6.1 Активность P-gp в провоспалительных макрофагах человека
в условиях действия противотуберкулёзных препаратов

Оценка экспрессии гена ABCB1 и активности P-gp
при дифференцировке провоспалительных макрофагов

В связи с особой ролью макрофагов при развитии туберкулёзного воспаления 
является актуальным выявление активности белка МЛУ P-gp в провоспалитель-
ных (М1) макрофагах человека: активность P-gp может являться тем фактором, 
который будет снижать внутриклеточное накопление антибактериальных препа-
ратов. Вопросы изменения активности ABCB1/P-gp как в процессе дифференци-
ровки М1-макрофагов, так и при воздействии противотуберкулёзных препаратов 
являются актуальными и имеют как фундаментальное, так и прикладное значение. 
Важным является выбор адекватных экспериментальных подходов и моделей, 
отражающих изменение экспрессии гена ABCB1 и функциональной активности 
P-gp. Реализация задач исследования осуществлялась на линиях клеток миелоци-
тарного происхождения с разными характеристиками активности P-gp (табл. 6.1).

Табл. 6.1. Линии клеток миелоцитарного происхождения с разными характеристиками 
активности P-gp

Название 
линии

Характеристика уровня экспрессии ABCB1 и функциональной 
активности P-gp

ТНР-1 промоноцитарная лейкемия, клетки с низким уровнем экспрессии 
ABCB1

ТНР-1 промоноцитарная лейкемия, индуцированные к макрофагальной 
дифференцировке клетки при помощи форболового эфира

К562 миелобластная лейкемия, ген ABCB1 не экспрессирован в клетках, но 
его экспрессия индуцируется при фармакологическом воздействии

К562/i-S9 миелобластная лейкемия, клетки с трансфицированным геном ABCB1 
и высокой активностью P-gp

Клеточные линии с гиперэкспрессией P-gp являются традиционными мо-
дельными объектами для тестирования функциональной активности P-gp с 
целью скрининга возможных субстратов и ингибиторов данного транспортёра 
(Zahra et al., 2020).

В условиях in vitro классическим индуктором макрофагальной дифферен-
цировки является форболовый эфир (100 нМ). Индукция дифференцировки со-
провождается адгезией клеток к субстрату, распластыванием и приобретением 
макрофагального фенотипа. Выбор концентрации форболового эфира определён 
полученными данными, что при макрофагальной дифференцировке, индуциро-
ванной 100 нМ форболового эфира, регистрируется секреция провоспалительных 
цитокинов и хемокинов клетками ТНР-1, а также активация рецепторного фагоци-
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тоза через Fc-рецепторы (Kurynina et al, 2018). Для изучения фенотипа макрофа-
гов моноцитарные клетки человека линии ТНР-1 представляют собой удобную и 
широко используемую модельную систему (Лепеха и др., 2011; Mittar et al., 2011; 
Genin et al., 2015; Курынина и др., 2018). Морфологическая картина изменения 
макрофагов ТНР-1 в процессе дифференцировки представлена на рис. 6.2.

Рис. 6.2. Смена морфологических типов клеток при индуцируемой макрофагальной 
дифференцировке клеток ТНР-1: а, б, в – окрашивание гематоксилином и эозином;

г, д, е – сканирующая электронная микроскопия. Стрелки указывают на разные 
морфологические типы клеток. Масштабный отрезок = 25 мкм

Появление разных морфологических типов макрофагов сопровождается изме-
нениями в их фагоцитарной активности: на 3-и сутки дифференцировки клетки 
характеризуются реализацией конститутивного пути фагоцитоза и фагоцитоза че-
рез Fc-рецепторы, на 7-е сутки происходит активация рецепторного фагоцитоза 
через маннозный рецептор (ManR). Также наблюдаются изменения в секреции 
провоспалительных цитокинов и хемокинов: на 3-и и 7-е сутки дифференцировки 
клетки секретируют в среду культивирования такие факторы, как MCP-1 (CCL2), 
IL-6 и IL-12, характерные для провоспалительного типа макрофагов (М1) и не 
секретируют противовоспалительный фактор IL-10 (Kurynina et al, 2018). Исходя 
из полученной характеристики макрофагов ТНР-1, оценка активности P-gp была 
проведена на 3-и и 7-е сутки их дифференцировки при помощи метода ОТ-ПЦР в 
реальном времени, оценки уровня иммуноцитохимического выявления белка P-gp 
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и определения фактора активности P-gp (ФАP-gp). Для исследования влияния ри-
фампицина и бедаквилина на макрофаги как самостоятельно, так и при фармако-
логическом ингибировании P-gp препараты добавляли совместно с форболовым 
эфиром, а также на 3-и и 5-е сутки дифференцировки. Анализировали уровень экс-
прессии генов, секреции цитокинов и фагоцитарную активность на 3-и и 7-е сутки 
макрофагальной дифференцировки. 

В исходных моноцитарных клетках ТНР-1 уровень экспрессии гена ABCB1 
определяется на уровне 0,071 ± 0,038 у.е. и является достаточно низким по срав-
нению с уровнем экспрессии этого гена в клетках K562/i-S9 с трансфицирован-
ным геном ABCB1. Для этих клеток относительный уровень экспрессии равен 
38,0 ± 0,009 у.е. В процессе макрофагальной дифференцировки уровень экспрес-
сии гена ABCB1 возрастает до 0,28 ± 0,09 у.е. на 3-и сутки и до 0,30 ± 0,07 у.е. – на 
7-е сутки дифференцировки: по сравнению с исходной суспензионной клеточной 
линией THP-1 уровень экспрессии гена увеличивается в 4 раза (рис. 6.3). 

Иммуноцитохимическое мечение антителами не выявило присутствие P-gp 
на плазматической мембране суспензионных клеток ТНР-1: интенсивность 
флуоресценции меченых антителами клеток не отличалась от немеченных и 
составила 1,3 ± 0,05 у.е. (рис. 6.4). 

Рис. 6.3. График изменения 
экспрессии гена ABCB1 в 
процессе макрофагальной 
дифференцировки. На графике 
представлены средние значения 
относительного
 уровня экспрессии гена в 
условных единицах (у.е.) по 
результатам 3-х экспериментов.
Метод ОТ-ПЦР в реальном 
времени. * – статистически 
значимые различия при p < 0,05

Рис. 6.4. Иммунохимическое 
маркирование P-gp в клетках 
ТНР-1 при макрофагальной 
дифференцировке. Мышиные 
моноклональные антитела 
к Р-gp (17F9 и UIC2). По 
оси абцисс – соотношение 
медиан интенсивности 
флуоресценции клеток, 
окрашенных антителами к P-gp 
к изотипическому контролю. В 
качестве позитивного контроля 
использованы клетки K562/i-S9.
* – статистически значимые 
результаты при p ≤ 0,05
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При этом на 3-и сутки дифференцировки макрофагов ТНР-1 это соотноше-
ние составляло уже 2,235 ± 0,265 у.е. и 2,035 ± 0,205 у.е. на 7-е сутки дифферен-
цировки: в сравнении с исходными суспензионными клетками ТНР-1 интен-
сивность флуоресценции статистически возрастала в 1,8–1,9 раза. В качестве 
позитивного контроля были использованы клетки K562/i-S9 с трансфициро-
ванным геном ABCB1. Таким образом, увеличение экспрессии гена ABCB1 в 
процессе дифференцировки приводит к выявлению P-gp на плазматической 
мембране провоспалительных макрофагов ТНР-1.

Оценка функциональной активности P-gp проводилась методом проточ-
ной цитометрии в соответствии с протоколом Multidrug Resistance Direct Dye 
Efflux Assay (Chemicon, https://www.merckmillipore.com/RU/ru/product/MDR1-
Efflux-Assay,MM_NF-ECM910). Работа по цитометрическому анализу клеток 
поддержана программой развития МГУ им. М.В.Ломоносова (комплекс для 
клеточной сортировки на базе FACSAria SORP). Для выявления функциональ-
ной активности P-gp использовали его субстрат ‒ флуоресцентный краситель 
родамин 123 (Sigma-Aldrich, США) и селективный ингибитор винбластин. 
Родамин 123 активно выбрасывается из окрашенных им клеток в присут-
ствии P-gp, и его выброс блокируется при действии винбластина. Для оценки 
функциональной активности P-gp сравнивали медиану интенсивности флуо-
ресценции родамина 123 в присутствии ингибитора (МИФингибитор) и в чистой 
культуральной среде (МИФ) по следующей формуле: фактор ингибирования 
активности P-gp (ФИАP-gp) = 100 х [(МИФингибитор – МИФ) / МИФингибитор]. 

Функциональная активность P-gp проанализирована через 1, 3 и 7 суток 
после индукции дифференцировки. Анализ выброса родамина 123 показал его 
активацию в процессе прохождения клетками дифференцировки (табл. 6.2). 

Табл. 6.2. Изменение фактора ингибирования активности P-gp в клетках THP-1 в про-
цессе макрофагальной дифференцировки

                               ФИА P-gp

Дифференцировка ТНР-1
Средние значения ± стандартное 

отклонение

1-е сутки 34,12 ± 1,12

3-и сутки 74,88 ± 10,8

7-е сутки 75,34 ± 8,34

K562/i-S9 86 ± 7,6

ФИАP-gp = ((МИФ1-МИФ2)/МИФ1 ) x 100
МИФ – медиана интенсивности флуоресценции клеток
МИФ1 – выброс родамина 123 в присутствии ингибитора
МИФ2 – выброс родамина 123 в культуральной среде

Данный показатель свидетельствует об активности выброса накопленного 
клетками родамина 123, и его высокие значения (75,34 из 100) указывают на 
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интенсификацию этого процесса в макрофагах. Статистически значимое уве-
личение выброса родамина 123 происходит на 3-и и 7-е сутки макрофагальной 
дифференцировки по сравнению с 1-ми сутками (p = 0,003). Между 3-ми и 
7-ми сутками дифференцировки различия в показателях выброса родамина 123 
не статистически значимые (p = 0,32). 

Область промотора гена ABCB1 содержит множественные сайты связы-
вания для различных факторов транскрипции, включая NF-κB. Несмотря на 
значительный прогресс в понимании макрофагальной дифференцировки, фак-
торы транскрипции, регулирующие эти процессы, до сих пор остаются плохо 
изученными (Liu et al., 2023). Предполагается, что активация транскрипцион-
ного фактора NF-κB индуцирует экспрессию гена ABCB1 (Pinto et al., 2021). 

Таким образом, в процессе макрофагальной дифференцировки проис-
ходит индукция экспрессии гена ABCB1 и активности P-gp. В этой связи 
актуальным является анализ влияния противотуберкулёзных препаратов 
и M. tuberculosis на экспрессию гена ABCB1 и активность P-gp в провоспа-
лительных макрофагах человека.

Влияние бедаквилина и рифампицина на активность P-gp

В декабре 2012 г. ингибитор АТФ-синтазы бедаквилин был официально 
включен в схемы лечения туберкулёза лёгких с МЛУ возбудителем и являет-
ся первым за последние 50 лет препаратом с новым механизмом действия на
M. tuberculosis. Он воздействует на АТФ-синтазу, ингибируя выработку энер-
гии микобактериальными клетками и оставляя их в состоянии энергетического 
голодания (Guo et al., 2021). Вопрос о прямом влиянии бедаквилина на ABCB1 
и P-gp ранее не изучался. В связи с этим была поставлена задача: выявить влия-
ние терапевтической концентрации бедаквилина в сравнении с рифампицином 
на активность ABCB1/P-gp в провоспалительных макрофагах человека. При 
этом важным является анализ концентраций препаратов, которые соответству-
ют терапевтической: средняя концентрация рифампицина в крови и в области 
гранулем у пациентов с туберкулёзом лёгких составляет 10 мкг/мл (Alsultan et 
al., 2014; Prideaux et al., 2015), а бедаквилина – 5 мкг/мл (Andries et al., 2005). 

Для того чтобы оценить влияние бедаквилина и рифампицина на экспрес-
сию гена ABCB1, препараты добавляли в среду культивирования при индукции 
макрофагальной дифференцировки. Анализ экспрессии гена проводился на 3-и 
и 7-е сутки дифференцировки, так как к этому сроку формируются макрофаги 
ТНР-1 с провоспалительным фенотипом. Уровень экспрессии гена ABCB1 в 
контрольных клетках был принят за 1. После культивирования с рифампици-
ном он составлял на 3-и сутки 1,228 ± 0,057 у.е. и на 7-е сутки – 1,234 ± 0,06 у.е 
против 1 ± 0,07 у.е. в контрольных клетках (рис. 6.5).
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Рис. 6.5. Влияние бедаквилина и рифампицина на экспрессию гена ABCB1. 
На графике представлены средние значения относительного уровня экспрессии гена

в условных единицах (у.е.) по результатам 3-х экспериментов. Метод ОТ-ПЦР
в реальном времени. * – статистически значимые различия при p ≤ 0,05

Возрастание экспрессии гена ABCB1 при действии рифампицина являет-
ся статистически значимым. Таким образом, инкубация макрофагов в присут-
ствии 10 мкг/мл рифампицина повышает уровень экспрессии гена ABCB1. Эти 
результаты согласуются с полученными нами данными, показавшими увеличе-
ние экспрессии гена ABCB1 в макрофагах при действии рифампицина в тече-
ние 4 суток (Pavlova et al., 2022).

Данные по бедаквилину демонстрируют противоположный эффект: экс-
прессия гена ABCB1 снижается при действии терапевтической концентрации 
бедаквилина или остаётся на прежнем уровне, соответствующем уровню экс-
прессии ABCB1 в контрольных провоспалительных макрофагах ТНР-1 как на 
3-и, так и на 7-е сутки воздействия. Таким образом, продемонстрировано, 
что рифампицин и бедаквилин обладают противоположными эффектами 
на экспрессию гена ABCB1.

Одна из современных гипотез предполагает, что активация экспрессии гена 
ABCB1 происходит из-за взаимодействия PXR (прегнановый Х рецептор) с об-
ластью промотора гена ABCB1. PXR – ядерный рецептор, основной функцией 
которого является регуляция экспрессии генов белков, участвующих в деток-
сикации и выведении ксенобиотиков из организма. Для клеток эпителиального 
происхождения уже продемонстрирована ведущая роль PXR в стимулирова-
нии экспрессии гена ABCB1 при действии рифампицина (Magnarin et al., 2004). 
На клеточной линии LS174T (рак толстой кишки человека, характеризуется 
высокой индукцией ABCB1 под действием рифампицина) были выявлены воз-
можные варианты такой активации: рифампицин действует на казеин-киназу 
2, которая фосфорилирует белок теплового шока HSP80b. Это вызывает ста-
билизацию PXR, его перемещение в ядро, связывание с промотором ABCB1 
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и запуск его транскрипции (Kim et al., 2015). В свою очередь, ингибирование 
кетоконазолом PXR или его нокдаун подавляют индуцированную рифампици-
ном экспрессию ABCB1 в макрофагах (Bhagyaraj et al., 2018). Эти данные сви-
детельствуют в пользу гипотезы о ключевой роли PXR в индукции экспрессии 
гена ABCB1 в макрофагах рифампицином. 

Интересно, что рифампицин не индуцирует экспрессию гена ABCB1 в 
моноцитах THP-1 даже при длительном (28 дней) культивировании клеток с 
антибиотиком (Павлова и др., 2022). Это может означать, что PXR при дей-
ствии рифампицина способен только увеличивать экспрессию гена ABCB1 
в клетках с уже высоким уровнем его экспрессии, но не индуцировать её. 
Так как PXR опосредует возрастание экспрессии гена ABCB1 при воздей-
ствии рифампицином, то от базовых уровней PXR в клетке зависит возмож-
ность такой модуляции экспрессии гена. Таким образом, различия в индук-
ции экспрессии гена ABCB1 между моноцитарными и макрофагальными 
клетками, которые нами были выявлены (рис. 6.3.‒6.5), можно объяснить 
тем, что PXR модулирует экспрессию гена ABCB1 только при её предвари-
тельной индукции другими транскрипционными факторами, такими, как, 
например, NF-kB. 

В отличие от рифампицина, бедаквилин не оказывает влияние на экспрес-
сию ABCB1 на поздних сроках макрофагальной дифференцировки, в то время 
как на 3-и сутки уровень экспрессии ABCB1 под воздействием бедаквилина 
ниже, чем в контроле. Бедаквилин в терапевтической концентрации (5 мкг/мл) 
приводит к ядерной транслокации транскрипционного фактора EB (TFEB), од-
ного из ключевых регуляторов биогенеза лизосом (Giraud-Gatineau et al., 2020) 
и ингибитора NF-κB (Song et al., 2019). Полученные нами результаты об изме-
нении экспрессии гена ABCB1 на ранних сроках макрофагальной дифференци-
ровки под воздействием бедаквилина могут указывать на наличие «перекрест-
ных помех» между TFEB и сигнальными путями, которые активируются при 
макрофагальной дифференцировке. 

Для ответа на вопрос: влияет ли бедаквилин на активность P-gp, проа-
нализирован выброс родамина 123 клетками K562/i-S9, характеризующимися 
его высокой активностью. Оценка выброса родамина 123 дана в присутствии 
как терапевтической концентрации препарата 5 мкг/мл, так и более высоких 
концентраций – 10, 25 и 50 мкг/мл. Бедаквилин в концентрациях 5 и 10 мкг/
мл слабо влияет на интенсивность флуоресценции выброса родамина 123 (рис. 
6.6, жёлтый и оранжевый графики). Концентрации препарата 25 и 50 мкг/мл 
снижают выброс родамина 123 более выраженно (рис. 6.6, красный и фиолето-
вый графики), но в меньшей степени, чем рифампицин при действии терапев-
тической концентрации в 10 мкг/мл (рис. 6.6, синий график).
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Рис. 6.6. Влияние бедаквилина на активность P-gp (выброс родамина 123).
По вертикальной оси – число событий, по горизонтальной оси – FL1,

соответствует интенсивности флуоресценции родамина 123

Для сравнения на рис. 6.7 представлено влияние рифампицина в концентра-
циях 25–50 мкг/мл на выброс родамина 123: выброс родамина 123 значительно 
снижается. 

Рис. 6.7. Влияние рифампицина  на выброс родамина 123. Зелёная кривая – накопление 
родамина 123, тёмно-зелёная кривая – выброс родамина 123, синяя кривая – 22 мкМ 

винбластина (ингибитор P-gp), красная кривая – 25 и 50 мкг/мл рифампицина.
FACScan-анализ интенсивности флуоресценции. Проточная цитометрия.

По горизонтальной оси – FL1, соответствует интенсивности
флуоресценции родамина 123. По вертикальной оси – число событий

Значения ФИАP-gp под воздействием различных концентраций бедаквилина 
приведены в табл. 6.3.
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Табл. 6.3. Значения фактора ингибирования активности P-gp в клетках K562/IS9 под 
воздействием различных концентраций бедаквилина

ФИАP-gp в клеточной линии K562/IS9

Среда 
(выброс)

BDQ, 
5 мкг/мл

BDQ, 
10 мкг/мл

BDQ, 
25 мкг/мл

BDQ, 
50 мкг/мл

RIF,
10 мкг/мл

16,4 ± 9,25 18,26 ± 7,21 21,61 ± 4,98 26,81 ± 5,17 28,63 ± 6,13* 36,71 ± 3,41*

ФИАPgp = средние значения фактора ингибирования активности P-gp ± стан-
дартное отклонение по результатам 3-х экспериментов. BDQ – бедаквилин, 
RIF – рифампицин. * ‒ статистически значимые различия (ANOVA) в сравнении 
с выбросом родамина 123 в отсутствии препаратов, p < 0,05

При увеличении концентрации бедаквилина увеличивается интенсивность 
флуоресценции родамина 123, что свидетельствует об ингибирующем влия-
нии антибиотика на выброс родамина 123 и функциональную активность P-gp. 
При этом ингибирующий эффект проявляется только в высоких концентрациях,
в 10 раз превышающих терапевтическую, по сравнению с рифампицином, где 
ингибирующий эффект проявлялся уже при «терапевтической» концентрации 
препарата. Это может свидетельствовать о том, что бедаквилин обладает более 
слабой субстратной специфичностью к P-gp в сравнении с рифампицином, а вли-
яние высоких концентраций бедаквилина на функциональную активность P-gp 
может быть обусловлено иными факторами. Например, показано, что в клетках 
человека мишенью для бедаквилина являются митохондрии (Guo et al, 2021). 

Возможным объяснением обнаруженного эффекта бедаквилина может быть 
ингибирование выработки АТФ в макрофагах. Так как P-gp является АТФ-за-
висимым транспортером, на его функциональную активность оказывают влия-
ние внутриклеточные уровни АТФ. Так как бедаквилин ингибирует микобакте-
риальную АТФ-синтазу, есть возможность того, что он может также оказывать 
эффект и на митохондриальную АТФ-синтазу в клетках человека. Обнаружено, 
что бедаквилин в концентрации 25 мкг/мл нарушает митохондриальное дыха-
ние, ингибируя цепь переноса электронов (Belosludtsev et al., 2019). Однако 
под воздействием терапевтических концентраций бедаквилина (5 мкг/мл) не 
было обнаружено каких-либо значимых изменений в митохондриальной функ-
ции в макрофагах человека, полученных из моноцитов периферической крови 
(Cahill et al., 2021; Giraud-Gatineau et al., 2020). Так как бедаквилин проявляет 
гораздо более слабую субстратную специфичность к P-gp по сравнению с ри-
фампицином, это может быть одним из факторов его эффективности при тера-
пии лекарственно-устойчивых форм туберкулёза.

Таким образом, бедаквилин действует на выброс родамина 123 – специ- 
фичного субстрата для P-gp – только в достаточно высоких концентра-
циях. Это позволяет предположить, что бедаквилин не является строго 
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специфичным субстратом для P-gp. Полученные результаты в целом демон-
стрируют, что рифампицин и бедаквилин оказывают разное воздействие на 
экспрессию гена ABCB1 и активность P-gp (рис. 6.8).

Рис. 6.8. Эффекты бедаквилина и рифампицина на активность P-gp/ ABCB1

Полученные данные демонстрируют преимущества бедаквилина по срав-
нению с рифампицином при высокой активности ABCB1/P-gp в провоспали-
тельных макрофагах человека. Это может играть важную роль при действии 
на инфицированные макрофаги, способствовать эффективной элиминации па-
тогена и требует своего дальнейшего анализа. При этом следует учитывать, 
что высокие концентрации бедаквилина могут взаимодействовать с P-gp, что 
требует специального исследования.

Так как рифампицин является субстратом для P-gp, то постоянная индук-
ция экспрессии гена ABCB1 и функциональной активности P-gp могут снижать 
накопление локальных концентраций рифампицина в макрофагах воспаления, 
тем самым способствуя выживаемости возбудителя. В настоящее время ряд 
исследователей предлагает разработать стратегию ингибирования функцио-
нальной активности P-gp в инфицированных макрофагах (Te Brake et al., 2018; 
Nasiri et al., 2017). Предполагается, что такая стратегия должна привести к 
повышению концентраций рифампицина в инфицированных M. tuberculosis 
макрофагах, и тем самым способствовать более эффективному внутрикле-
точному уничтожению патогена. Следует отметить, что в настоящее время не 
существует селективных ингибиторов P-gp, которые нашли бы свое широкое 
применение в клинике.

Учитывая ключевую роль макрофагов в развитии и заживлении туберку-
лёзного воспаления, необходима дальнейшая оценка ABCB1/P-gp в макрофа-
гах воспаления, а также в клиническом материале пациентов с туберкулёзом 
лёгких. Эти данные позволят в дальнейшем сделать вывод о необходимости 
разработки и применения лекарственных стратегий, направленных на «обход» 
функциональной активности P-gp в инфицированных макрофагах и клетках 
барьерного эпителия, а также выборе более эффективных схем противотубер-
кулёзной терапии. Следует отметить, что до сих пор не разработаны селектив-
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ные ингибиторы P-gp, которые действовали бы только на один тип клеток, что 
в настоящее время затрудняет использование стратегии ингибирования его ак-
тивности и требует разработки стратегий, направленных на организм пациента 
с учётом уровня активности ABCB1/P-gp в клетках разных тканей и органов. 

6.2 Влияние M. tuberculosis на экспрессию гена P-gp
и фенотип макрофагов 

Актуальным направлением является изучение разных аспектов реакции ма-
крофагов воспаления на инфицирование возбудителем M. tuberculosis. Известно, 
что патогенные внутриклеточные микроорганизмы, в том числе M. tuberculosis, 
увеличивают уровень экспрессии ABCB1. И, как правило, не влияют на экспрес-
сию генов ABCC1 и ABCG2 и активность MRP1 и BCRP как в эпителиальных, 
так и в иммунных клетках (Gollapudi et al., 1994; Sigal et al., 2015; Yagdiran et al., 
2016), в том числе в макрофагах человека, полученных из моноцитов перифе-
рической крови (Wu et al., 2019). Данный эффект M. tuberculosis на экспрессию 
ABCB1 выявляют на поздних стадиях инфицирования (через 72 часа).

В нашем исследовании инфицирование макрофагов проводили в сертифи-
цированном виварии ФГБНУ «Центральный научно-исследовательский ин-
ститут туберкулёза» (под руководством к.б.н. И.В. Бочаровой). M. tuberculosis 
(вирулентный штамм H37Rv) добавляли к клеткам на 5-е сутки макрофагаль-
ной дифференцировки из расчета 10 млн микобактерий на 1 млн клеток. Далее 
проводили микробиологический анализ для контроля инфицирования и иссле-
дование экспрессии генов методом ОТ-ПЦР в реальном времени через 24 часа 
после инфицирования. Мы не использовали более поздние сроки для экспери-
мента в связи с возрастанием доли гибнущих макрофагов. 

Анализ экспрессии генов показал, что в результате инфицирования ма-
крофаги усиливают провоспалительный ответ, который выражается в уве-
личении по сравнению с контрольными клетками экспрессии генов про-
воспалительных цитокинов IL1β (в 2,03 ± 0,22 раза), IL6 (в 4,4 ± 0,78 раза),
а также TNF-α (в 2,97 ± 0,28 раза). При этом снижается уровень экспрессии 
противовоспалительных генов: цитокина TGFβ в 0,83 ± 0,02 раза и трансглу-
таминазы 2 (TGM2, маркер M2 макрофагов) в 0,66 ± 0,04 раза, в то время как 
экспрессия IL-10 достоверно не изменяется. (рис. 6.9). 

Неожиданным оказалось значительное снижение (в среднем в 1,5–3 раза) 
экспрессии генов фагоцитарных рецепторов к маннозе (CD206, CD209) и IgG 
(CD64). Эти данные ставят вопрос о механизмах этого процесса и его влия-
нии на фагоцитарные свойства макрофагов и эффективность элиминации ими
M. tuberculosis. 
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Рис. 6.9. Экспрессия генов в макрофагах THP-1 через 24 часа после инфицирования 
вирулентным штаммом М. tuberculosis H37Rv. На графике указаны средние значения 

относительного уровня экспрессии гена (RQ) по результатам 3-х повторов ± стандартное 
отклонение. За единицу принят уровень экспрессии генов в контрольных макрофагах ТНР-1

Полученные нами результаты соотносятся с данными других исследовате-
лей, которыми было показано не только увеличение уровня экспрессии генов, 
но и секреции провоспалительных цитокинов после инфицирования макрофа-
гов микобактериями туберкулёза (Pu et al., 2021; Sharma et al., 2003). Мы не об-
наружили изменения уровня экспрессии гена IL10, и это совпадает с данными, 
что секреция IL-10 увеличивается только через 48 часов после инфицирования 
макрофагов (Sharma et al., 2003).

Таким образом, на ранних сроках инфицирования в макрофагах повы-
шается экспрессия генов провоспалительных цитокинов и снижается экс-
прессия генов противовоспалительных маркеров и гена ABCB1. 

6.3 Инкапсулированная лекарственная форма
рифампицина и её влияние на P-gp

Недостатком современных противотуберкулёзных препаратов является 
их токсичность, быстрая деградация и низкая биодоступность, что стиму-
лирует поиск и разработку новых лекарственных форм. Прогресс в области 
адресной доставки лекарств позволил осуществить инкапсулирование сое-
динений внутрь биодеградируемых частиц. Полимеры на основе молочной 
кислоты представляют собой биоразлагаемые соединения, используемые для 
создания инкапсулированной формы лекарственных препаратов (Mao et al., 
2012a, 2012b; Sasaki et al., 2015). В макрофагах такие нанокапсулы преиму-
щественно локализуются в фаголизосомах, где полимер деградирует, высво-
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бождая заключённое в нём соединение (Kalluru et al., 2013). По сравнению с 
традиционной формой рифампицина  его инкапсулированная форма может 
давать 20-кратное и более увеличение накопления препарата в макрофагах 
(Anisimova et al., 2000; Hirota et al., 2010). В условиях in vivo такой подход 
позволяет повысить эффективность воздействия препарата в результате соз-
дания его высоких концентраций в органе-мишени.

Другим значимым свойством инкапсулированных соединений является их 
способность обойти функциональную активность белков-транспортёров, осу-
ществляющих активный выброс лекарственных соединений из цитоплазмы во 
внеклеточную среду. Такой подход показал свою эффективность при заболева-
ниях нервной системы, когда необходимо осуществить доставку лекарствен-
ных соединений в головной мозг, преодолев гематоэнцефалический барьер 
(Chen et al., 2014; Pérez-Herrero and Fernández-Medarde, 2015; Kim et al., 2016; 
Федосеева и др., 2017).

На основе наночастиц полимера молочной кислоты (PLLA) создан новый 
вариант рифампицина в виде его инкапсулированной формы (разработан в 
НИИ Молекулярной и персонализированной медицины (патент RU2418585C1) 
и любезно предоставлен проф. Г.Г. Барсегяном, как и наночастицы полимера 
молочной кислоты). Согласно данным разработчика, средний размер наноча-
стиц, измеренный с использованием метода автокорреляционной спектроско-
пии, равен 378 ± 84 нм. Следует отметить, что PLLA разрешён к медицинскому 
применению, что является его серьёзным преимуществом перед другими фор-
мами биодеградируемых полимеров (Vasir et al., 2007). 

В препарате доля рифампицина составляет ~ 8‒10% и соотносится с 10 мкг/
мл традиционной формы рифампицина. Как показал электронно-микроскопи-
ческий анализ, размер наночастиц находится в диапазоне 50–400 нм. В лио-
филизате препарата, как заявлено производителем, размер частиц составляет 
300‒371 нм, но в суспензии выявляются частицы и меньшего размера в доста-
точно большом количестве (рис. 6.10).

Рис. 6.10. Наночастицы полимера молочной кислоты (а) и нанорифампицина (б).
Трансмиссионная электронная микроскопия. Масштабный отрезок 1 мкм
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Сравнение влияния нанорифампицина на жизнеспособность моноцитов
и макрофагов ТНР-1 проведено методом МТТ-теста. Для сравнения выживае-
мости клеток использованы возрастающие концентрации препарата в диапазоне 
от 10 до 200 мкг/мл при сроке культивирования 96 часов. К макрофагам препарат 
был добавлен на 3-и сутки дифференцировки. Полученные данные демонстри-
руют, что нанорифампицин не снижает процент жизнеспособных клеток как
в культуре моноцитов, так и макрофагов ТНР-1 даже при максимальной экспери-
ментальной концентрации 200 мкг/мл (рис. 6.11). Сам полимер молочной кисло-
ты также не является токсичным для клеток ТНР-1 (рис. 6.12).

Концентрация в среде культивирования нанорифампицина 200 мкг/мл со-
относится с 17‒20 мкг/мл традиционной формы рифампицина. Эти два препа-
рата имеют разные пути попадания в макрофаги (рифампицин – диффузией, 
нанорифампицин – эндоцитозом/фагоцитозом) и, как результат этого, разную 
интенсивность накопления в цитоплазме клеток. Градиент внутриклеточной 
концентрации традиционного рифампицина может превышать его внеклеточ-
ную концентрацию в 4-5 раз (Burman, 1997), тогда как для нанорифампицина 
этот показатель уже в 20 раз выше (Anisimova et al., 2000; Hirota et al., 2010). 

Рис. 6.11. Влияние 
нанорифампицина на 
жизнеспособность моноцитов 
и макрофагов ТНР-1. 
Данные представлены как 
% жизнеспособных клеток 
относительно контрольных 
клеток, выживаемость которых 
принята за 100%. Среднее 
значение ± стандартное 
отклонение по результатам 3-х 
экспериментов. МТТ-тест

Рис. 6.12. Влияние полимера 
молочной кислоты на 
жизнеспособность моноцитов 
и макрофагов ТНР-1. 
Данные представлены как 
% жизнеспособных клеток 
относительно контрольных 
клеток, выживаемость которых 
принята за 100%. Среднее 
значение ± стандартное
отклонение по результатам 3-х 
экспериментов. МТТ-тест
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В связи с этим для определения выживаемости моноцитарно-макрофагальных 
клеток ТНР-1 в присутствии традиционной формы рифампицина мы использо-
вали его концентрации в диапазоне от 10 до 200 мкг/мл. 

Рифампицин в концентрации 25 мкг/мл вызывает гибель уже 20% клеточной 
популяции моноцитов ТНР-1 и также не влияет на процент жизнеспособных 
макрофагов ТНР-1. Концентрации рифампицина в диапазоне 50‒75 мкг/мл об-
ладают уже токсичным эффектом для моноцитарных клеток (вызывают гибель 
40‒60% клеток) и не влияют на процент выживаемости макрофагов (рис. 6.13). 

Рис. 6.13. Влияние рифампицина на жизнеспособность моноцитов и макрофагов ТНР-1. 
Данные представлены как % жизнеспособных клеток относительно контрольных клеток, 
выживаемость которых принята за 100%. Среднее значение ± стандартное отклонение по 
результатам 4-х экспериментов. МТТ-тест. ♦ p = 0,02; p = 0,03 – статистически значимое 

снижение выживаемости моноцитов ТНР-1 при действии рифампицина в сравнении с 
макрофагами ТНР-1

Только наиболее высокие экспериментальные концентрации рифампицина 
150‒200 мкг/мл вызывают гибель 20‒23% макрофагов ТНР-1. Это означает, 
что макрофаги ТНР-1 являются более устойчивыми к действию рифам-
пицина по сравнению с моноцитарными клетками.

Таким образом, нами выявлены следующие эффекты: (1) полимер молочной 
кислоты и нанорифампицин не влияют на жизнеспособность моноцитов/макро-
фагов ТНР-1; (2) традиционный рифампицин является значительно более токсич-
ным для моноцитов ТНР-1, чем для макрофагов ТНР-1. Хорошая выживаемость 
клеток млекопитающих в присутствии полимера молочной кислоты ранее была 
продемонстрирована с применением МТТ-теста разными авторами (Basarkar et al., 
2007; Mattu et al., 2013; Moorkoth et al., 2014). Мы предполагаем, что в нашем ди-
зайне эксперимента лучшая выживаемость макрофагов ТНР-1 по сравнению с мо-
ноцитами ТНР-1 связана с возрастающей экспрессией гена MDR1 и возрастанием 
активности P-gp в процессе макрофагальной дифференцировки. Так как рифам-
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пицин является субстратом для P-gp, то это способствует лучшей выживаемости 
клеток в присутствии возрастающих концентраций рифампицина. 

Потенциальной мишенью для нанорифампицина являются внутрикле-
точные формы микобактерий туберкулёза. В фагосомах и фаголизосомах по-
лимер деградирует, в результате чего высвобождается рифампицин в свободной 
форме (Lee et al., 2016). Так как возбудитель персистирует в фагосомах, то идео-
логия создания нанопрепарата предполагает его более эффективное воздействие 
на внутриклеточные формы микобактерий туберкулёза за счёт адресной достав-
ки и создания высокой внутриклеточной концентрации рифампицина. 

Mycobacterium bovis BCG, экспрессирующий зелёный флуоресцентный белок 
GFP (M. bovis BCG-GFP, любезно предоставлены д.м.н., проф. В.В. Еремеевым, 
ФГБНУ «Центральный научно-исследовательский институт туберкулёза). Мико-
бактерии штамма M. bovis BCG-GFP были введены в среду культивирования макро-
фагов ТНР-1 на 24 часа на 3-й день макрофагальной дифференцировки, после чего 
была произведена смена среды культивирования, и добавлена свежая культуральная 
среда, содержащая 100 мкг/мл нанорифампицина (на 96 часов). Для выявления мёрт-
вых микобактерий M. bovis BCG-GFP использовался краситель иодид пропидия. 

Проведённое исследование показало, что внеклеточные формы M. bovis 
BCG-GFP не окрашиваются иодидом пропидия как в контроле, так и после 
воздействия 100 мкг/мл нанорифампицина, что свидетельствует о сохранении 
их жизнеспособности в присутствии нанопрепарата (рис. 6.14). Так как для 
высвобождения рифампицина необходима внутриклеточная деградация поли-
мера, то полученный результат указывает на отсутствие его деградации и сво-
бодного рифампицина в среде культивирования.

Для окрашивания внутриклеточных форм M. bovis BCG-GFP макрофаги 
были предварительно проинкубированы в культуральной среде, содержащей 
1% детергента Triton X-100 в течение 1 минуты. В контрольных инфициро-
ванных макрофагах M. bovis BCG-GFP не окрашиваются йодидом пропидия 

Рис. 6.14. Влияния 
нанорифампицина на 
жизнеспособность внеклеточных 
колоний M. bovis BCG-GFP. 
Зелёный ‒ M. bovis BCG-GFP. 
Верхний ряд – выявление 
внеклеточных форм
M. bovis BCG-GFP; нижний ряд ‒ 
окрашивание M. bovis BCG-GFP 
иодидом пропидия
(красный цвет красителя не 
регистрируется). а, б – контроль,
в, г – 100 мкг/мл 
нанорифампицина. 
Конфокальная лазерная
сканирующая микроскопия. 
Масштабный отрезок = 20 мкМ.
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(окрашиваются только ядра), что свидетельствует о жизнеспособности M. bovis 
BCG-GFP (рис. 6.15а,б). После культивирования в присутствии 100 мкг/мл на-
норифампицина в макрофагах иодидом пропидия окрашиваются ядра клеток
и внутриклеточные M. bovis BCG-GFP, что свидетельствует об индукции их 
гибели под действием нанорифампицина (рис. 6.15в,г). Таким образом, через 
96 часов в цитоплазме инфицированных макрофагов ТНР-1 создаётся кон-
центрация свободного рифампицина, вызывающая гибель внутриклеточных
M. bovis BCG-GFP (бактерицидная концентрация рифампицина, вызывающая 
гибель микобактерий данного штамма, составляет 0,002‒1 мкг/мл). 

В инфицированных M. bovis BCG или M. tuberculosis макрофагах (в культуре) 
подавляющее большинство бактерий данного вида выявляются в «ранних» фа-
госомах c рН = 6 (Kallura et al., 2013). В макрофагах процесс слияния фагосом, 
содержащих M. bovis BCG или M. tuberculosis с лизосомой не происходит вслед-
ствие ингибирования этого процесса факторами, продуцируемыми возбудителем 
(Armstrong and Hart, 1975). В культуре инфицированных макрофагов только не-
большая часть внутриклеточных M. tuberculosis выявляется в поздних фагосомах 
или фаголизосомах (Jordao et al., 2008). Несмотря на то, что полимер молочной 
кислоты достаточно давно используется в медицинских целях, механизмы посту-
пления в клетки наночастиц на его основе ещё не до конца изучены. В клетках 
эпителия лёгкого линии А549 показано, что наночастицы меньше 100 нм поступа-
ют в цитоплазму через клатрин-опосредованный эндоцитоз (если плазматическая 
мембрана богата фосфолипидами), либо через области липидных рафтов (высокое 
содержание сфинголипидов и холестерина) (da Luz et al., 2017). Механизм посту-
пления более крупных по своим размерам частиц до конца не изучен. Так, для пре-
парата на основе сополимера молочной кислоты с гликолевой, в состав которого 
включён рифампицин, показано, что в макрофаги красного костного мозга и мы-
шиные макрофаги линии Raw 264.7 они поступают фагоцитозом и в дальнейшем 
выявляются в фаголизосомах (Kallura et al., 2013). 

Рис. 6.15. Влияние нанорифампицина 
на жизнеспособность M. bovis 
BCG-GFP, выявляемых внутри 
инфицированных макрофагов
ТНР-1. Зелёный ‒ M. bovis BCG-GFP. 
Красный – окрашивание иодидом 
пропидия ядер клеток ТНР-1
и непосредственно
M. bovis BCG-GFP.
а, б ‒ внутриклеточные
M. bovis BCG-GFP; в,
г ‒ внутриклеточные формы
M. bovis BCG-GFP, окрашенные 
иодидом пропидия. Пунктирной 
линией показана граница клеток 
на основе DIC-изображения. 
Конфокальная лазерная
сканирующая микроскопия. 
Масштабный отрезок = 10 мкм.
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Изучение влияния нанорифампицина (100 мкг/мл) на активность P-gp было 
проведено на клетках K562/i-S9 с высоким уровнем P-gp.

Согласно данным электронной микроскопии при инкубации с нанопрепа-
ратом клеток K562/i-S9 происходит появление многочисленных складок, что 
свидетельствует об активации клеточной поверхности, вызванной фагоцито-
зом/эндоцитозом наночастиц (рис. 6.16).

Через 30 минут после окрашивания родамином 123 интенсивность флуо-
ресценции в клетках линии K562/i-S9 снижалась в среднем до 12,5 ± 8,13 (%) 
от уровня накопления красителя, что свидетельствует об интенсивности его 
выброса во внеклеточную среду и высокой функциональной активности P-gp. 

Значения факторов ингибирования функциональной активности P-gp под 
воздействием рифампицина в «терапевтической концентрации 10 мкг/мл», на-
норифампицина (RIF-PLLA) в концентрации 100 мкг/мл (содержит приблизи-
тельно 10 мкг/мл рифампицина) и PLLA (100 мкг/мл) приведены в табл. 6.4.

Табл. 6.4. Значения фактора ингибирования активности P-gp в клетках K562/i-S9 под 
воздействием различных препаратов

ФИАP-gp в клеточной линии K562/i-S9

Выброс 
родамина 123

PLLA,
100 мкг/мл

RIF-PLLA,
100 мкг/мл

RIF,
10 мкг/мл

12,5 ± 8,13 31,95 ± 12,31* 68,15 ± 12,31* 39,71 ± 9,17*

ФИАPgp = средние значения фактора ингибирования активности P-gp ± 
стандартное отклонение по результатам 3-х экспериментов. RIF-PLLA – ри-
фампицин, инкапсулированный в полимер молочной кислоты, PLLA – наноча-
стицы полимера молочной кислоты. RIF – рифампицин. * ‒ статистически 
значимые различия (ANOVA) в сравнении с выбросом родамина 123 в отсут-
ствии препаратов, p < 0,05

Рис. 6.16. Появление 
многочисленных складок 
на поверхности клеток при 
действии нанорифампицина
а ‒ нанорифампицин.
б‒г ‒ клетки K562/i-S9 после 
инкубации с препаратами:
б – контроль без препаратов,
в – 10 мкг/мл рифампицина, 
г – 100 мкг/мл 
нанорифампицина.
Сканирующая электронная 
микроскопия
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Все исследованные препараты оказывали статистически значимое инги-
бирование функциональной активности P-gp.  При этом ФИАP-gp под воздей-
ствием нанорифампицина почти в 2 раза выше, чем ФИАP-gp при действии 
только PLLA.  Этот результат указывает на то, что инкапсулированная форма 
рифампицина оказывает ингибирующий эффект на функциональную актив-
ность P-gp. 

Мы предполагаем, что данный эффект является следствием интернали-
зации P-gp в результате активации эндоцитоза полимером молочной кисло-
ты. Наночастицы размером меньше 100 нм более интенсивно поглощаются 
клеткой по сравнению с более крупными частицами. Путь от образования 
ранней эндосомы/фагосомы до её слияния с лизосомой занимает от 15 до 
60 мин (Haas, 2007). При этом создание инкапсулированной формы рифам-
пицина не исключает в дальнейшем накопление свободного рифампицина 
в цитозоле и его взаимодействие с P-gp. Предполагаемая схема такого взаи-
модействия приведена на рис. 6.17.

Рис. 6.17. Схема интернализации P-gp нанорифампицином
и взаимодействия рифампицина с P-gp

Свойства полимерных частиц, предназначенных для применения при забо-
леваниях лёгких, зависят от их химического состава, размера, формы, заряда 
(Lim et al., 2016). На данный момент мы не можем исключить гипотезу, что 
рифампицин в составе полимера молочной кислоты придаёт новые свойства 
частицам, которые также оказывают влияние на активность P-gp.
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Таким образом, наши данные демонстрируют, что нанорифампицин:
1) эффективен против M. bovis BCG в инфицированных макрофагах;
2) не обладает выраженной токсичностью для моноцитарных и макрофа-
гальных клеток; 3) снижает функциональную активностью P-gp. За счёт 
того, что при использовании наночастиц полимера происходит активация 
процесса фагоцитоза и снижение функциональной активности P-gp, пред-
ставляется перспективной и актуальной разработка инкапсулированных 
противотуберкулёзных препаратов – активаторов фагоцитоза.

6.4 Сравнительная характеристика иммуномодулирующих свойств
рифампицина и бедаквилина

Иммуномодулирующие эффекты рифампицина

Противовоспалительные свойства рифампицина были открыты еще в 70-х 
годах прошлого века (Păunescu, 1970; Litwin et al., 1974). Первоначально эти 
свойства связывали с его способностью активировать глюкокортикостеро-
идные рецепторы и сравнивали эффект рифампицина с кортикостероидами. 
Дальнейшие исследования опровергли влияние рифампицина на рецепторы 
к глюкокортикоидам (Jaffuel et al., 1999; Herr et al., 2000). Но было показа-
но, что рифампицин ингибирует активированную липополисахаридами экс-
прессию iNOS, TNF-α и IL1β, а также снижает уровень оксида азота (NO) и 
простагландина E2 в микроглиальных клетках BV2 и подавляет активацию 
NF-kB (Bi et al., 2011). 

В стимулированных липополисахаридами периферических мононуклеарах 
человека рифампицин вызывает достоверное снижение выработки TNF-α  и 
IL1β, повышение секреции IL6 и IL10. Авторы сделали вывод, что рифампи-
цин может модифицировать острую стадию воспаления, нарушая цитокино-
вый каскад в мононуклеарах периферической крови  (Ziglam et al., 2004). В 
целом, согласно различным исследованиям можно заключить, что рифампи-
цин вызывает снижение уровней TNF-α и iNOS и повышение уровней IL10 в 
периферических мононуклеарах и макрофагах. 

На эпителиальные клетки А549 антибиотик оказывает противополож-
ный эффект:  увеличивает экспрессию iNOS и продукцию NO (Yuhas et al., 
2009). Инкубация клеток с цитокиновой смесью (TNF-α, IL1β и IFNγ) инду-
цировала экспрессию iNOS, а добавление рифампицина в терапевтической 
концентрации 10 мкг/мл увеличивало уровень экспрессии iNOS в 1,9 раза. 
Также при обработке рифампицином наблюдалась повышенная деградация 
ингибирующей субъединицы NF-kB. Авторы делают вывод, что увеличение 
уровней активации NF-kB и индуцирование NO способствуют терапевти-
ческим эффектам рифампицина.  Аналогичные результаты были получены 
теми же авторами на гепатоцитах HepG2: рифампицин вызывал увеличение 
продукции NO и повышение уровня IL8 (Yuhas et al., 2011). Кроме того, 
рифампицин в концентрации 10 мкг/мл сам по себе вызывал повышение 
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уровня IL8 в гепатоцитах, без дополнительной стимуляции смесью таких 
цитокинов, как TNF-α, IL1β и IFNγ.

Известно, что RIF является лигандом для ядерного рецептора PXR (Geick 
et al., 2001). Под его воздействием PXR транслоцируется в ядро, где запуска-
ет экспрессию целевых генов. В то же время, есть ряд исследований, которые 
демонстрируют, что активация NF-kB ингибирует функцию PXR, в то время 
как ингибирование NF-kB увеличивает активность PXR (Zhou et al., 2006) су-
ществуют «перекрестные помехи». Стоит отметить, что в печени и кишечнике 
уровень экспрессии PXR существенно выше по сравнению с эпителием лёгких 
или клетками крови. Возможно, в них PXR будет оказывать менее выраженный 
ингибирующий эффект на NF-kB и иммуносупрессивные эффекты.

На сегодняшний день существует несколько гипотез, которые описывают 
возможные механизмы ингибирования NF-kB. Один из механизмов связан с ин-
гибированием пути NF-κB через PXR, активированным рифампицином (Li et 
al., 2017), или через увеличение экспрессии ингибирующей субъединицы IkB 
(Mohandas and Vairappan, 2017). 

Важным механизмом патогенеза M. tuberculosis является их способность 
ингибировать определённые пути гибели инфицированных макрофагов: 
гибель клеток по пути апоптоза способствует уничтожению патогена, в то 
время как гибель инфицированных клеток по пути некроза может способ-
ствовать выживанию и дальнейшему распространению возбудителя (Butler 
et al., 2012).  

Ранее (см. главу 5) уже было продемонстрировано, что мишенью для рифампи-
цина в эпителиальных клетках являются митохондрии (Ерохина и др., 2013). Вы-
сокие концентрации препарата (IC50, 200 мкг/мл) вызывают дисфункцию в них, 
которая приводит к развитию окислительного стресса и, как следствие – инициа-
ции апоптоза по митохондриальному пути.  Аналогичные эффекты показаны и в 
экспериментах in vivo, где под воздействием рифампицина в клетках печени мыши 
возникал окислительный стресс, увеличивалась проницаемость митохондриаль-
ных мембран и запускался апоптоз в гепатоцитах (Chowdhury et al., 2006). 

В то же время, есть ряд работ, в которых, напротив, выявлено цитопротек-
торное свойство рифампицина и его способность ингибировать апоптоз. Так, на 
клеточной линии Jurcat (T-лимфоциты) было показано, что рифампицин умень-
шал экспрессию Bax и CD95L и повышал экспрессию Bcl-2, ингибируя индуци-
рованный апоптоз в данных клетках (Yerramasetti et al., 2002). Авторы объяснили 
данный эффект активацией рифампицином глюкокортикостероидных рецепто-
ров, хотя уже в данной работе было высказано предположение, что эффект анти-
биотика может быть обусловлен воздействием на сигнальный путь NF-kB.  Оче-
видно, что в разных типах клеток эффекты рифампицина различаются.

Иммуномодулирующие эффекты бедаквилина

Бедаквилин (торговое название Sirturo®, BDQ) является новым противоту-
беркулёзным препаратом, принадлежащим к группе диарилхинолинов, инги-
бирующим активность микобактериальной АТФ-синтазы. Этот препарат явля-
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ется первым препаратом, одобренным для лечения МЛУ ТБ в 2013 году, после 
одобрения рифампицина в 1971 году в США (Khoshnood et al., 2021). В 2021 
году в журнале Nature вышла статья с подробным анализом механизмов воз-
действия препарата на АТФ-синтазу (Guo et al, 2021).

Масштабный анализ экспрессии генов (транскриптомный анализ) под 
воздействием антибиотика в макрофагах, полученных из моноцитов пе-
риферической крови, показал, что в них активируются гены, связанные с 
биогенезом лизосом/фаголизосом, активностью гидролаз, а также с гоме-
остазом липидов (Giraud-Gatineau et al., 2020). Для исключения возмож-
ных различий в профиле экспрессии генов между инфицированными и 
неинфицированными макрофагами, обусловленных разной бактериальной 
нагрузкой, авторы работы создали вирулентный штамм M. tuberculosis, 
устойчивый к бедаквилину. В инфицированных этим штаммом макрофа-
гах профили экспрессии генов под воздействием бедаквилина изменялись 
в большей степени по сравнению с неинфицированными макрофагами: до-
полнительно изменялась экспрессия генов, связанная со сборкой промежу-
точного компартмента эндоплазматического ретикулума – аппарата Гольд-
жи (ERGIC), мембранными рафтами и процессами метаболизма клеточных 
белков. Эти данные показали, что бедаквилин оказывает выраженное воз-
действие на макрофаги, полученные из периферической крови. Авторы 
делают заключение, что препарат вызывает значительное метаболическое 
перепрограммирование как инфицированных, так и неинфицированных ма-
крофагов. Активация лизосомного компартмента под воздействием бедак-
вилина превращает макрофаги в «эффективных убийц бактерий», даже если 
сам препарат не оказывает прямого воздействия на бактериальные клетки 
(Giraud-Gatineau et al., 2020).

В другой работе изучали влияние бедаквилина на антимикробную ак-
тивность и секрецию цитокинов в макрофагах THP-1, инфицированных как 
устойчивым к бедаквилину, так и чувствительным штаммом M. tuberculosis 
(Lyu et al., 2022). Было показано, что бедаквилин оказывает иммуномоду-
лирующее действие на макрофаги, индуцируя высокий уровень секреции 
провоспалительных цитокинов IL12 и TNF-α, и снижая секрецию проти-
вовоспалительного цитокина IL10. Так как IL10 может ингибировать ли-
зосомно-фагосомное слияние и аутофагию (Park et al., 2011), а провоспа-
лительные цитокины IL12 и TNF-α, напротив, активируют IFNγ, который 
способствует активации фагоцитоза в макрофагах (Khan et al., 2016), то 
иммуномодулирующий эффект бедаквилина может способствовать более 
эффективной элиминации внутриклеточных микобактерий туберкулёза в 
независимости от непосредственной бактерицидной активности антибио-
тика. В то же время, авторы данной работы сообщили об увеличении уров-
ня секреции IL6 в макрофагах под воздействием бедаквилина, но только 
при их инфицировании вирулентным штаммом.

Так как бедаквилин ингибирует микобактериальную АТФ-синтазу, то нель-
зя исключить, что он оказывает эффект и на митохондриальную АТФ-синтазу в 
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клетках млекопитающих. Известно, что метаболическое состояние макрофагов 
определяет их реакцию на инфицирование M. tuberculosis. Так, например, было 
показано, что курение сигарет вызывает метаболические нарушения в макрофагах 
и приводит к более низким внутриклеточным концентрациям АТФ. Это нарушает 
иммунный ответ макрофагов на инфицирование и способствует персистированию 
в них возбудителя (Gleeson et al., 2018). 

Противотуберкулёзные препараты могут изменять митохондриальную 
функцию в макрофагах. Для рифампицина было показано, что в высоких кон-
центрациях он влияет на митохондрии, вызывая активную продукцию АФК и 
приводит к высвобождению цитохрома С (Ерохина и др., 2013). Обнаружено, 
что бедаквилин в концентрации 50 мкМ нарушает митохондриальное дыхание 
в гепатоцитах крыс, ингибируя цепь переноса электронов, а также ингибирует 
продукцию H202 в диапазоне концентраций от 10 мкМ до 50 мкМ (Belosludtsev 
et al., 2019). Однако под воздействием терапевтических концентраций бедак-
вилина (5 или 10 мкг/мл) не было выявлено каких-либо значимых изменений 
в митохондриальной функции в макрофагах человека, полученных из моноци-
тов периферической крови (Cahill et al., 2021). 

Таким образом, рифампицин и бедаквилин – два наиболее востребо-
ванных в лечении туберкулёза лёгких препарата, ‒ имеют мишени не 
только в возбудителе, но и в макрофагах и эпителиальных клетках, ока-
зывая влияние на разные клеточные компартменты и сигнальные пути, 
которые влияют на эффективность препаратов.

Влияние рифампицина и бедаквилина на секрецию цитокинов
в макрофагах на разных сроках их дифференцировки 

Для количественного определения уровня секретируемых цитокинов IL1β, 
TNF-α, IL10 и IL6 в культуральной среде использовали соответствующие реакти-
вы из набора MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel 
(Millipore, каталожный номер HCYTOMAG-60K). Анализ был выполнен в со-
ответствии с инструкциями производителя на мультиплексном флуоресцентном 
анализаторе MagPix (Luminex). Данные представлены как средние значения кон-
центраций по результатам 3 биологических повторов ± стандартное отклонение. 
Также для каждого образца было выполнено 3 технических повтора, для биоло-
гического повтора использовали усреднённое значение 3 технических повторов. 

В работе использовали «терапевтические» концентрации бедаквилина 
(BDQ, MedChemExpress, США) ‒ 5 мкг/мл и рифампицина (RIF, Sigma-Aldrich,
США) ‒ 10 мкг/мл, что соответствует максимальным концентрациям, которые 
определяются в плазме крови больных туберкулёзом при приёме 400 мкг бедак-
вилина или 600 мкг рифампицина  (Alsultan and Peloquin, 2014; Andries et al., 
2005). Препараты добавляли при индукции макрофагальной дифференцировки 
совместно с форболовым эфиром, а также на 3-и и 5-е сутки дифференцировки 
макрофагов ТНР-1. Влияние препаратов изучали на ранние (3-и сутки) и поздние 
(7-е сутки) сроки макрофагальной дифференцировки.
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Анализ секреции цитокинов показал, что на 7-е сутки дифференцировки ма-
крофагов, по сравнению с 3-ми, увеличивается уровень секреции IL1β в 2 раза 
(с 243,23 ± 11,30 до 540,33 ± 26,34 пг/мл), более чем в 4 раза ‒ IL6 (18,3 ± 1,99 до 
80,1 ± 7,01 пг/мл) и IL10 (c 16,29 ± 1,95 до 73,5 ± 7,87 пг/мл), а уровень секреции 
TNF-α  возрастает незначительно: с 902,15 ± 123,94 до 1137,98 ± 93,24 пг/мл 
(рис. 6.18). В целом дифференцировка макрофагов сопровождается возрас-
танием продукции цитокинов.

При воздействии препаратов обнаружено, что рифампицин на 3-и сутки диф-
ференцировки макрофагов снижает секрецию провоспалительных цитокинов: 
IL1β в 2,4 раза (с 243,23 ± 11,30 до 101,13 ± 3,4 пг/мл), IL6 в 1,6 раза (c 18,3 ± 1,99 
до 11,31 ± 1,5 пг/мл), IL10 в 2 раза (c 16,29 ± 1,95 до 8,2 ± 1,87 пг/мл) и TNF-α 
в 1,6 раза (с 902,15 ± 123,94 до 566,10 ± 42,0 пг/мл) (рис. 6.18).

На 7-е сутки дифференцировки эта тенденция сохраняется: секреция 
IL1β снижается незначительно – в 1,3 раза (с 540,33 ± 26,34 до 411 ± 11,30 
пг/мл), IL6 ‒ в 3 раза (c 80,1 ± 7,01 до 26,0 ± 2,5 пг/мл), TNF-α  ‒ в 1,95 раза 
(с 1137,98 ± 93,24 до 584,10 ± 22,0 пг/мл). Секреция IL10 (75,8 ± 5,7 пг/мл) 
сравнялась с уровнем в контроле (73,5 ± 7,87 пг/мл пг/мл). Таким обра-
зом, рифампицин снижает секрецию провоспалительных цитокинов на 
всех сроках дифференцировки макрофагов.

Рис. 6.18. Влияние рифампицина и бедаквилина на секрецию цитокинов
в макрофагах ТНР-1 на разных сроках их дифференцировки

* ‒ статистически значимые различия по сравнению с контролем

При воздействии бедаквилина уровень секреции провоспалительных цито-
кинов на ранних сроках макрофагальной дифференцировки снижается: IL1β
в 6,6 раза (c 243 ± 11 до 37 ± 3,8 пг/мл), IL6 в 1,55 раза (c 18,3 ± 2 до
11,8 ± 2,7 пг/мл), TNF-α  в 3,3 раза (c 902 ± 124 до 273 ± 24 пг/мл). И не изме-
няется уровень секреции IL10 (рис. 6.18). 
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На поздних сроках дифференцировки секреция IL1β регистрируется на уровне 
немного ниже, чем в контроле, но статистически значимо (463 и 540 пг/мл соот-
ветственно); секреция TNF-α  не отличается от контроля (1148 пг/мл), а секреция 
IL6 незначительно, но статистически значимо превышает контрольные значения 
(96 пг/мл). Уровень IL10 также возрастает в 1,44 раза (с 73,5 ± 7,87 до 106,3 ± 7,4 
пг/мл). На 7-е сутки макрофагальной дифференцировки под воздействием бедак-
вилина снижается его эффект по ингибированию секреции провоспалительных 
цитокинов и обнаруживается стимулирование уровней секреции IL6 и IL10.  

Таким образом, бедаквилин оказывает различные эффекты на макро-
фаги человека в зависимости от стадии их дифференцировки: только на 
ранних сроках бедаквилин выраженно снижает секрецию провоспали-
тельных цитокинов и частично сохраняет этот противовоспалительный 
эффект на поздних сроках. 

6.5 Заключение к главе 6

Рифампицин связывается с P-gp и является его субстратом. Если исходить 
из предположения, что P-gp транспортирует цитокины из цитоплазмы макро-
фагов во внеклеточную среду, то рифампицин будет конкурировать с цитоки-
нами за сайты связывания на P-gp, тем самым снижая их экспорт. Этот эффект 
при действии рифампицина наиболее выраженно проявляется для провоспали-
тельных цитокинов IL6, TNF-α , IL1β.

Действие бедаквилина на секрецию цитокинов зависит от стадии диффе-
ренцировки макрофагов. Так как прямые эффекты бедаквилина на функцио-
нальную активность P-gp до сих пор не изучены, то можно предположить, что 
эффекты бедаквилина в большей степени связаны не с воздействием на P-gp,
а с другими мишенями в макрофагах.
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ГЛАВА 7
ФАРМАКОЛОГИЧЕСКОЕ ИНГИБИРОВАНИЕ

БЕЛКА МЛУ P-GP В МАКРОФАГАХ ЧЕЛОВЕКА

Верапамил ‒ лекарственный препарат, который используется в клинической 
практике для лечения сердечно-сосудистых заболеваний. Его основной фармако-
логический эффект заключается в блокировании кальциевых каналов. В данной 
работе в качестве фармакологического ингибитора функциональной активности 
P-gp мы использовали R-верапамил, который обладает более низким сродством 
к связыванию с кальциевыми каналами L-типа, но при этом эффективно ингиби-
рует функцию P-gp (Busse et al., 2006).

Для ингибирования функциональной активности P-gp использовали R-верапа-
мил гидрохлорид (VER, Sigma-Aldrich, США) в концентрации 10 мкМ. Экспери-
ментальная концентрация верапамила была выбрана из диапазона от 2,5–5–10–
25–50 мкМ. Анализ данных выброса родамина 123 в макрофагах THP-1 на 7-е 
сутки дифференцировки выявил, что увеличение концентрации верапамила свыше
10 мкМ не приводит к дальнейшему увеличению интенсивности флуоресценции в 
клетках и полностью ингибирует функциональную активность P-gp в макрофагах. 

Для исследования влияния рифампицина и бедаквилина на макрофаги как са-
мостоятельно, так и при фармакологическом ингибировании P-gp, препараты до-
бавляли при индукции макрофагальной дифференцировки совместно с форболо-
вым эфиром, а также на 3-и и 5-е сутки дифференцировки. Влияние препаратов 
изучали на ранние (3-и сутки) и поздние (7-е сутки) сроки макрофагальной диф-
ференцировки. Верапамил добавляли как совместно с противотуберкулёзными 
препаратами, так и самостоятельно. Анализировали уровень экспрессии генов, се-
креции цитокинов и фагоцитарную активность на 3-и и 7-е сутки макрофагальной 
дифференцировки. Дизайн экспериментов представлен на рис. 7.1.

Рис. 7.1. Дизайн 
эксперимента по 
исследованию 
влияния 
рифампицина и 
бедаквилина на 
макрофаги THP-1, 
в том числе и при 
фармакологическом 
ингибировании P-gp 
R-верапамилом.
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Глава 7. Фармакологическое ингибирование белка МЛУ P-gp в макрофагах человека

Ранее в ряде исследований было продемонстрировано, что ингибирование 
P-gp снижает секрецию некоторых цитокинов из клеток. Это позволило пред-
положить, что P-gp или сам является транспортёром цитокинов, или влияет на 
механизмы транспорта цитокинов из иммунных клеток (Drach et al., 1996; Pawlik 
et al., 2005). В связи с чем мы сравнили профили экспрессии генов провоспали-
тельных цитокинов TNF-α , IL1β, IL6 и противовоспалительного IL10 и уров-
ни их секреции при воздействии верапамила на разных сроках макрофагальной 
дифференцировки (ранние сроки или 3-и сутки и поздние сроки, или 7-е сутки).  

7.1 Влияние P-gp на экспрессию генов и секрецию цитокинов 

Анализ экспрессии генов показал, что в процессе макрофагальной диф-
ференцировки на 7-е сутки по сравнению с 3-ми происходит незначительное 
возрастание уровня экспрессии гена IL1B (в 1,2 раза), небольшое снижение 
экспрессии гена IL10 (в 1,45), в 3,8 раза ‒ снижение уровня экспрессии TNF
и IL6 остаётся на прежнем уровне (рис. 7.2а). 

Анализ секреции цитокинов показал, что на 7-е сутки дифференцировки по 
сравнению с 3-ми увеличивается уровень секреции IL1β в 2 раза (с 243,23 ± 11,30 
до 540,33 ± 26,34 пг/мл), более чем в 4 раза ‒ IL6 (с 18,3 ± 1,99 до 80,1 ± 7.01 пг/мл) 
и IL10 (c 16,29 ± 1,95 до 73,5 ± 7,87 пг/мл), а уровень секреции TNF-α  возрастает 
незначительно: с 902,15 ± 123,94 до 1137,98 ± 93,24 пг/мл (рис. 7.2б).

Рис. 7.2. Влияние фармакологического ингибирования P-gp на экспрессию генов (а) и 
секрецию цитокинов (б) в макрофагах ТНР-1 в процессе дифференцировки (3-и и 7-е сутки). 

Относительный уровень экспрессии генов цитокинов в контроле на 3-и сутки макрофагальной 
дифференцировки принят за 1. VER ‒ верапамил. * ‒ статистически значимые различия 

по сравнению с контролем на соответствующие сутки макрофагальной дифференцировки, 
# ‒ статистически значимые различия между экспрессией генов в процессе макрофагальной 

дифференцировки между 3-ми и 7-ми сутками (p < 0,05)
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При фармакологическом ингибировании P-gp на ранних сроках макро-
фагальной дифференцировки статистически значимо снижается уровень экс-
прессии только гена IL6 (0,73 ± 0,09 у.е.) по сравнению с контролем, который 
принят за 1 (рис. 7.2а). 

На 7-е сутки, напротив, увеличивается экспрессия всех исследованных ге-
нов цитокинов по сравнению с контролем: IL1B в 1,72 раза, TNF в 1,83, IL6 в 
2,28 и IL10 в 2,70 (рис. 7.2а). При этом экспрессия гена противовоспалительно-
го цитокина IL10 повышается в большей степени по сравнению с экспрессией 
генов провоспалительных цитокинов. Полученные данные демонстрируют, 
что эффект фармакологического ингибирования P-gp на экспрессию генов ци-
токинов зависит от стадии макрофагальной дифференцировки. 

Анализ секреции цитокинов показал, что под воздействием верапамила ко-
личество секретируемых IL1β, TNF-α  и IL6 на ранних сроках макрофагаль-
ной дифференцировки снижается по сравнению с контролем: IL1β в 1,74 раза 
(с 243,23 ± 11,30 до 139,89 ± 12,86 пг/мл), TNF-α  в 1,94 раза (с 902,15 ± 123,94 
до 465,76 ± 30,75 пг/мл), IL6 в 2,34 раза (с 18,3 ± 1,99 до 7,7± 0,76 пг/мл). 
Секреция IL10 под воздействием ингибитора P-gp не отличается от контроля 
(15,5 ± 1,43 и 16,3 ± 1,95 пг/мл соответственно).

Несмотря на то, что под воздействием верапамила на 7-е сутки макрофа-
гальной дифференцировки  повышается  экспрессия генов провоспалительных 
цитокинов, уровень секретируемого IL1β (466 ± 17 пг/мл) снижен по сравне-
нию с контролем (540 ± 26 пг/мл), а уровни TNF-α  (1148 ± 113,5 пг/мл) и IL6 
(88,9 ± 3,25 пг/мл) не отличаются от контроля (1138 ± 93 и 80 ± 7 пг/мл соответ-
ственно). При этом секреция цитокина IL10 (93 ± 7 пг/мл) превышает значения 
в контроле (73,5 ± 7,9 пг/мл). Данные об увеличении уровня секреции IL10 на 
7-е сутки дифференцировки THP-1 макрофагов под воздействием верапамила 
соотносятся с данными об увеличении уровня экспрессии его гена. 

Сравнение уровней экспрессии генов соответствующих цитокинов с их се-
крецией демонстрирует, что фармакологическое ингибирование P-gp пре-
пятствует секреции всех анализируемых провоспалительных цитокинов 
при макрофагальной дифференцировке. На ранних сроках этот эффект вы-
ражен для всех трёх провоспалительных цитокинов, а на поздних сроках – в 
первую очередь для IL1β. Отсутствие возрастания уровня секреции TNF-α  и 
IL6 на этом сроке на фоне возросшей экспрессии их генов также может свиде-
тельствовать об ингибировании их секреции. Таким образом, фармакологи-
ческое ингибирование P-gp снижает уровень секреции провоспалитель-
ных цитокинов. Это свидетельствует в пользу гипотезы, что P-gp является 
экспортером этих цитокинов и регулятором воспаления. Возрастание экс-
прессии генов на фоне снижения секреции цитокинов может иметь ком-
пенсаторный характер: макрофаги пытаются восполнить секрецию цито-
кинов, в том числе и за счёт наращивания экспрессии их генов.

Обращает на себя внимание также схожесть эффектов верапамила и рифам-
пицина. Так как оба агента связываются с P-gp, то очевидно, что их действие 
на транспорт провоспалительных цитокинов совпадает.
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7.2 Эффект ингибирования P-gp на активность макрофагов
при действии рифампицина

В данном разделе мы поставили два вопроса: (1) как рифампицин в терапев-
тической концентрации влияет на иммунные свойства макрофагов при их диф-
ференцировке? (2) будет ли фармакологическое ингибирование P-gp влиять на 
иммуномодулирующие эффекты рифампицина?

На ранних сроках макрофагальной дифференцировки рифампицин сни-
жает экспрессию всех анализируемых генов по сравнению с контролем 
(принят за 1): IL1B в 1,3 раза (до 0,78 ± 0,1), IL6 в 2,6 раза (до 0,38 ± 0,1), 
TNF в 1,7 раза (до 0,59 ± 0,18), IL10 в 1,43 раза (до 0,66 ± 0,09). На поздних 
сроках дифференцировки этот эффект сохраняется только для генов про-
воспалительных цитокинов: IL1B в 1,34 раза (до 0,73 ± 0,11), IL6 в 2,7 раза 
(до 0,37 ± 0,06), TNF в 1,32 раза (до 0,76 ± 0,11) (рис. 7.3).

Рис. 7.3. Влияние фармакологического ингибирования P-gp верапамилом (VER)
на экспрессию генов (а) и секрецию цитокинов (б) в макрофагах ТНР-1

под воздействием рифампицина (RIF). Относительный уровень экспрессии генов
цитокинов в контроле на 3-и и 7-е сутки макрофагальной дифференцировки

принят за 1 у.е. * ‒ статистически значимые различия по сравнению с контролем
(p < 0,05).  # ‒ статистически значимые различия между RIF и VER + RIF.

Анализ секреции цитокинов показал, что рифампицин снижает не только экс-
прессию генов, но и секрецию провоспалительных цитокинов на всех сроках 
макрофагальной дифференцировки клеток ТНР-1, а IL-10 – только на 3-и сутки 
(рис. 7.3а), т. е. динамика изменения экспрессии генов и секреции цитокинов при 
действии рифампицина совпадают. Если анализировать эффекты рифампицина 
при фармакологическом ингибировании P-gp, то на 3-и сутки дифференцировки 
верапамил не влияет на эффекты рифампицина относительно снижения экспрес-
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сии генов провоспалительных цитокинов. Уровни экспрессии генов являются 
сопоставимыми для IL1B (0,78 ± 0,09 и 0,69 ± 0,06 соответственно), TNF (0,59 ± 
0,18 и 0,50 ± 0,09), IL6 (0,38 ± 0,10 и 0,31 ± 0,10) (рис. 7.3а). Для гена противовос-
палительного цитокина IL10 фармакологическое ингибирование P-gp отменяет 
эффект снижения экспрессии гена, которое было выявлено при действии только 
рифампицина, и уровень экспрессии гена возвращается к контрольным значени-
ям (0,66 ± 0,09 и 1,12 ± 0,12 соответственно). 

При этом на 3-и сутки верапамил усиливает эффекты рифампицина на секре-
цию провоспалительных цитокинов: секреция IL1β, IL6 и TNF-α  статистически 
значимо ниже по сравнению только с действием рифампицина (рис. 7.3б).

На поздних сроках макрофагальной дифференцировки при совместной 
инкубации верапамила с рифампицином происходит увеличение экспрессии 
генов всех исследованных цитокинов по сравнению только с рифампицином, 
т. е. происходит отмена эффекта действия рифампицина. При этом уровни экс-
прессии генов IL1B, TNF и IL10 превышают контрольные значения: IL1B в 1,33 
раза (1,33 ± 0,12), TNF в 1,37 раза (1,37 ± 0,11) и IL10 в 2 раза (2,04 ± 0,33). На 
этом же сроке при совместной инкубации верапамила с рифампицином уве-
личивается уровень секреции TNF-α  и IL6 по сравнению только с рифампи-
цином: уровень TNF-α  достигает контрольных значений (1095 ± 113 пг/мл),
а уровень IL6 остается сниженным, по сравнению с контролем (49 ± 5 пг/мл
и 80 ± 7 пг/мл соответственно). Секреция IL1β ещё больше снижается
(с 411 ± 37 до 329 ± 32 пг/мл), а IL10 остаётся без изменений.

Таким образом, под воздействием терапевтической концентрации 
рифампицина наблюдается снижение экспрессии генов и секреции про-
воспалительных цитокинов на обоих сроках макрофагальной диффе-
ренцировки, т. е. терапевтическая концентрация рифампицина влияет 
на функциональные свойства макрофагов и оказывает противовоспа-
лительное действие. Фармакологическое ингибирование P-gp усиливает 
эти эффекты на ранних сроках макрофагальной дифференцировки, но на 
поздних сроках дифференцировки частично их отменяет. Можно предпо-
ложить, что на поздних сроках вступают в действие альтернативные меха-
низмы транспорта цитокинов, которые не связаны с P-gp.

7.3 Эффект ингибирования P-gp на активность макрофагов
при действии бедаквилина

Если иммуномодулирующие свойства рифампицина в достаточной сте-
пени известны, то эффекты бедаквилина на макрофаги человека только на-
чинают изучать. В данной работе мы поставили задачу проанализировать 
эффекты бедаквилина на провоспалительные свойства макрофагов чело-
века и выяснить, каким образом фармакологическое ингибирование P-gp 
будет на них влиять.

На ранних сроках дифференцировки под воздействием бедаквилина сни-
жается уровень экспрессии генов IL1B (0,52 ± 0,06) и IL6 (0,73 ± 0,08) и 
увеличивается уровень экспрессии гена IL10 (1,50 ± 0,11) по сравнению с 
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контролем (принят за 1). На 7-е сутки уровни экспрессии генов TNF и IL6 
значительно повышаются ‒ в 2,4 и 5,24 раза соответственно по сравнению с 
контролем, а IL10 – в 3,10 раза (рис. 7.4а). Это свидетельствует о том, что 
бедаквилин является ингибитором экспрессии провоспалительных ге-
нов IL1B и IL6 на ранних сроках макрофагальной дифференцировки и 
индуктором экспрессии генов TNF, IL6 – на поздних сроках дифферен-
цировки. По отношению к противовоспалительному гену IL10 бедакви-
лин выступает в качестве индуктора на всех сроках макрофагальной 
дифференцировки.

Рис. 7.4. Влияние фармакологического ингибирования P-gp верапамилом (VER) на (а) экспрессию 
генов и (б) секрецию цитокинов в макрофагах THP-1 под воздействием бедаквилина (BDQ). 

Относительный уровень экспрессии генов цитокинов в контроле на 3-и и 7-е сутки макрофагальной 
дифференцировки принят за 1 у.е. * ‒ статистически значимые различия по сравнению с контролем 

(p < 0,05).  # ‒ статистически значимые различия между BDQ и VER+BDQ

Уровень секреции провоспалительных цитокинов на ранних сроках макрофа-
гальной дифференцировки снижается при воздействии бедаквилином: IL1β ‒ c 
243 ± 11 до 37 ± 3,8 пг/мл, IL6 ‒ c 18,3 ± 2 до 11,8 ± 2,7 пг/мл, TNF-α  ‒ c 902 ± 124 
до 273 ± 24 пг/мл (рис. 7.4б), и не изменяется для IL10, несмотря на индукцию 
экспрессии его гена.

На поздних сроках дифференцировки по сравнению с контролем под воз-
действием бедаквилина в макрофагах уровень секреция IL1β ниже, чем в кон-
троле (463 и 540 пг/мл соответственно), секреция TNF-α  не отличается от кон-
троля (1148 пг/мл), а секреции IL6 незначительно, но статистически значимо, 
превышает контрольные значения (96 пг/мл). Таким образом, ингибирование 
экспрессии гена IL1B бедаквилином приводит и к снижению его секреции на 

Глава 7. Фармакологическое ингибирование белка МЛУ P-gp в макрофагах человека

123



ранних сроках дифференцировки. В отличие от IL1β, для IL6 данный эффект 
не наблюдается – на 3-и сутки происходит снижение экспрессии гена, но секре-
ция самого цитокина ещё остаётся на высоком уровне.

На 7-е сутки макрофагальной дифференцировки под воздействием бе-
даквилина обнаруживаются повышенные уровни секреции IL6 и IL10 по 
сравнению с контролем, что совпадает с динамикой изменения экспрес-
сии их генов.  Для TNF-α  таких изменений в секреции цитокина не выявлено, 
несмотря на значительное повышение экспрессии гена.

Таким образом, бедаквилин оказывает различные эффекты на макро-
фаги человека в зависимости от стадии их дифференцировки. На ранних 
сроках препарат проявляет выраженный противовоспалительный эф-
фект, который частично сохраняется и на поздних сроках. 

При совместной инкубации верапамила и бедаквилина на 3-и сутки макро-
фагальной дифференцировки уровни экспрессии генов цитокинов IL1β, TNF-α  
и IL6 статистически значимо ниже, чем при инкубации макрофагов только
с бедаквилином, т. е. верапамил усиливает эффект бедаквилина. Но на 7-е сут-
ки при их совместной инкубации, наоборот, наблюдается увеличение относи-
тельных уровней экспрессии генов цитокинов IL1β (c 1,18 ± 0,02 у.е. до 2,07 ±
0,21 у.е.) и TNF-α  (c 2,40 ± 0,24 у.е. до 3,47 ± 0,38 у.е.) по сравнению с бедакви-
лином, а уровень экспрессии гена цитокина IL10 увеличивается почти в 2 раза
(с 3 ± 0,18 до 5,60 ± 0,76). 

При этом уровни секреции цитокинов на 3-и сутки повторяют динамику 
изменения экспрессии генов и статистически значимо снижаются по сравне-
нию с действием только бедаквилина для провоспалительных цитокинов IL1β
(с 36,70 ± 3,7 до 19,65 ± 2,6 пг/мл), TNF-α  (с 272 ± 24 до 149,4 ± 15 пг/мл) и IL6
(с 11,8 ± 2,7 до 3,1 ± 0,79), т. е. фармакологическое ингибирование P-gp усиливает 
противовоспалительное действие бедаквилина. На 7-е сутки дифференцировки 
действие верапамила статистически значимо не влияет на эффекты бедаквилина.

Таким образом, фармакологическое ингибирование P-gp усиливает 
противовоспалительное действие бедаквилина на раннем сроке диффе-
ренцировки макрофагов ТНР-1 и не влияет на эти эффекты на позднем 
сроке дифференцировки.

7.4 Влияние P-gp на экспрессию генов фагоцитарных рецепторов
в макрофагах 

В процессе макрофагальной дифференцировки THP-1, индуцированной
100 нМ форболового эфира, возрастает фагоцитарная активность клеток
(рис. 7.5). Если на 1-е сутки дифференцировки процент клеток, фагоцитирующих 
карбоксилатные латексные частицы, равен 25 ± 4,5%, то к 3-м суткам он составля-
ет 75 ± 5%, а к 7-м суткам – 85 ± 1,5%. Но при этом к 7-м суткам макрофагальной 
дифференцировки существенно увеличивается фагоцитарное число – количество 
фагоцитированных частиц на клетку. Если на 3-и сутки дифференцировки среднее 
количество поглощенных частиц на клетку равно 6,62, то на 7-е сутки – 30,59. 
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Рис. 7.5. Фагоцитарная характеристика макрофагов THP-1. а ‒ 1-е сутки; б ‒ 3-и сутки, в ‒ 7-е 
сутки дифференцировки. Красный цвет – карбоксилатные латексные частицы, конъюгирован-
ные с TRITC, зелёный цвет ‒ актиновые микрофиламенты, окрашенные FITC-фаллоидином. 

Лазерная сканирующая конфокальная микроскопия. Масштабный отрезок – 20 мкм. 

В зависимости от поляризации макрофагов будут преобладать разные рецеп-
торы фагоцитоза: в М1-макрофагах ‒ CD64 (FcRs к IgG), в М2-макрофагах – 
CD206 и CD209 (маннозные рецепторы), и от этого будет зависеть активность 
рецепторного фагоцитоза. Нами был разработан метод количественного анализа 
активности рецепторного фагоцитоза в макрофагах THP-1 с помощью проточ-
ной цитометрии с визуализацией (Pavlova et al., 2023).

В выбранной модели макрофагальной дифференцировки M1 макрофаги 
характеризуются высоким уровнем экспрессии гена CD64, высокой активно-
стью фагоцитоза опсонизированных IgG латексных частиц и крайне низким 
уровнем экспрессии гена маннозного рецептора CD206 по сравнению с дру-
гим лектиновым рецептором CD209, присутствующим на поверхности как ма-
крофагальных, так и дендритных клеток. Макрофаги активно фагоцитировали 
опсонизированные маннаном латексные частицы, и активность их фагоцитоза  
возрастала на 7-е сутки дифференцировки (Ерохина и др., 2020; Курынина и 
др., 2018). При этом для данной модели макрофагов наиболее характерным 
является высокий уровень активности фагоцитоза IgG-опсонизированных ла-
тексных частиц через Fc-рецепторы. 

В зависимости от поляризации макрофагов будут преобладать разные ре-
цепторы фагоцитоза: в М1-макрофагах ‒ CD64 (маркёр FcR), в М2-макро-
фагах – CD206 и CD209 (маркёры ManR). В нашей модели макрофагальной 
дифференцировки M1 макрофаги характеризуются крайне низким уровнем 
экспрессии маннозного рецептора CD206 по сравнению с другим лектино-
вым рецептором CD209. 

Действие верапамила на 3-и сутки дифференцировки макрофагов приво-
дило к существенному возрастанию уровня экспрессии как гена CD64, так 
и гена CD209 – в среднем в 1,5–2 раза по сравнению с контролем (принят 
за 1). К 7-м суткам дифференцировки активность экспрессии генов сни-
жалась, но для CD64 всё равно оставалась на более высоком уровне, чем в 
контроле (рис. 7.6).
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Рис. 7.6. Влияние верапамила (VER) на экспрессию генов фагоцитарных рецепторов в макрофагах
ТНР-1 в процессе дифференцировки (3-и и 7-е сутки). Относительный уровень экспрессии генов в 

контроле на 3-и и 7-е сутки макрофагальной дифференцировки принят за 1.
* ‒ статистически значимые различия по сравнению с контролем (p < 0,05)

Полученные результаты свидетельствуют о функциональной значимости 
P-gp в реализации разных вариантов рецепторного фагоцитоза, что требует даль-
нейшего изучения на инфицированных M. tuberculosis макрофагах человека.

7.5 Ингибирование P-gp и фагоцитарная активность макрофагов
в условиях действия рифампицина или бедаквилина

На ранних сроках макрофагальной дифференцировки наиболее выраженный 
эффект на уровень экспрессии генов фагоцитарных рецепторов имеет бедакви-
лин. Он значительно увеличивает уровни экспрессии CD64 и CD209 (3,70 ± 0,48 и
5,26 ± 0,40 соответственно, контроль принят за 1). На поздних сроках макрофа-
гальной дифференцировки сохраняется повышенный уровень экспрессии CD209 
относительно контроля, но в меньшей степени (1,63 ± 0,31) (рис. 7.7). Эти данные 
продемонстрировали, что именно бедаквилин является индуктором рецепторного 
фагоцитоза, который сохраняется и на фоне действия верапамила.

Рис. 7.7. Влияние терапевтических концентраций рифампицина и бедаквилина, а также 
фармакологического ингибитора P-gp верапамила на уровень экспрессии генов фагоцитарных 
рецепторов в THP-1 макрофагах. * ‒ статистически значимые отличия от контроля (p < 0,05).
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Для анализа фагоцитарной активности макрофагов под воздействием пре-
паратов использовали карбоксилатные латексные частицы Fluoresbrite® YO 
(Polyscience, США) диаметром 1,00 мкм, опсонизированные человеческим им-
муноглобулином G (IgG, Sigma-Aldrich, США) или D-маннаном (Sigma-Aldrich, 
США) в соответствии с протоколом, описанным ранее (Курынина и др., 2018). 
Макрофаги на 3-и и 7-е сутки дифференцировки инкубировали с частицами в те-
чение 3 часов в культуральной среде без сыворотки и анализировали на проточ-
ном цитометре CytoFlex, записывая 30 000 событий. Фагоцитарную активность 
клеток оценивали по медиане интенсивности флуоресценции латексных частиц, 
возбуждаемых синим лазером (488 нм). 

Действительно, анализ фагоцитоза специализированных латексных частиц 
макрофагами THP-1 показал, что бедаквилин усиливает фагоцитоз IgG – опсо-
низированных латексных частиц на ранних сроках макрофагальной дифферен-
цировки, а на поздних сроках сохраняется повышенная активность фагоцитоза 
через Fc рецепторы к IgG. При этом также статистически значимо увеличивается 
и активность фагоцитоза опсонизированных D-манноном частиц (рис. 7.8).

Рис. 7.8. Эффект бедаквилина (BDQ) на активность рецепторного фагоцитоза на разных сроках 
макрофагальной дифференцировки. IgG – латексные частицы, опсонизированные IgG,

Mn – опсонизированные D-маннаном латексные частицы.
* ‒ статистически значимые отличия от контроля (p < 0,05)

Таким образом, бедаквилин увеличивает экспрессию генов фагоцитарных 
рецепторов CD64 и CD209 и активирует рецепторный фагоцитоз опсонизиро-
ванных IgG- и Mn-латексных частиц. Ингибирование P-gp не оказывает допол-
нительного влияния на эти эффекты бедаквилина.

Сравнение уровней экспрессии генов соответствующих цитокинов с их се-
крецией позволяет предположить, что фармакологическое ингибирование P-gp 
препятствует секреции провоспалительных цитокинов при макрофагальной 
дифференцировке. На ранних сроках этот эффект выражен для всех трёх ис-
следованных провоспалительных цитокинов, таких как IL6, TNF-α  и IL1β, а на 
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поздних сроках – в первую очередь для IL1β. Отсутствие возрастания уровня 
секреции TNF-α и IL6 на этом сроке на фоне возросшей экспрессии их генов 
также может свидетельствовать об ингибировании их секреции и запуске в ма-
крофагах компенсаторной реакции.

Ранее уже было показано, что фармакологическое ингибирование P-gp сни-
жает секрецию провоспалительных цитокинов (Drach et al., 1996; Pawlik et al., 
2005). Кроме того, было показано, что верапамил снижал продукцию медиа-
торов воспаления (TNF-α  и NO) в клетках микроглии, стимулированных бак-
териальными липополисахаридами, тем самым защищая нейроны от гибели 
(Liu et al., 2011). При этом авторы работы отмечают, что нейропротекторные 
свойства верапамила не зависели от ингибирующего влияния на кальциевые 
каналы, что указывает на роль P-gp в данном процессе. 

Провоспалительные цитокины, прежде всего IL1β и TNF-α , являются одни-
ми из ключевых цитокинов для борьбы макрофагов с микобактериями тубер-
кулёза (Domingo-Gonzalez et al., 2016). Снижение секреции данных цитокинов, 
опосредованное ингибированием активности P-gp, может негативно влиять на 
борьбу с возбудителем.

Согласно полученным данным, под воздействием терапевтической концен-
трации рифампицина наблюдается снижение как экспрессии генов провос-
палительных цитокинов, так и их секреции на всех исследуемых сроках ма-
крофагальной дифференцировки. Полученные данные о провоспалительных 
эффектах рифампицина совпадают с данными других авторов (Bi et al., 2011; 
Smani et al., 2011; Ziglam et al., 2004). 

Интересно отметить, что в in-silico исследовании обнаружили, что рифам-
пицин обладает высокой аффинностью химического связывания с провоспали-
тельными цитокинами TNF-α , IL6 и IL1β. Это указывает на то, что он может 
быть потенциальным лекарством в иммуномодуляции во время цитокинового 
шторма при лечении COVID-19 (Pathak et al., 2021). Он не только снижает экс-
прессию провоспалительных цитокинов в макрофагах и других типах клеток 
человека, но и связывается с этими цитокинами в биологических жидкостях, 
препятствуя достижению ими клеточных мишеней.

Нами обнаружено, что фармакологическое ингибирование P-gp усиливает 
противовоспалительные эффекты рифампицина на ранних сроках макрофагаль-
ной дифференцировки (рис. 7.9). Дополнительное снижение секреции провоспа-
лительных цитокинов под воздействием ингибитора P-gp можно объяснить адди-
тивными эффектами препаратов, так как верапамил, так же, как и рифампицин, 
снижает секрецию провоспалительных цитокинов. Эти данные свидетельствуют 
о том, что P-gp, как белок-транспортёр, является регулятором воспаления.
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Рис. 7.9. Эффект совместного действия рифампицина и верапамила на функциональные 
характеристики провоспалительных макрофагов человека

Но на поздних сроках макрофагальной дифференцировки фармакологи-
ческое ингибирование P-gp частично отменяет провоспалительные эффекты 
RIF, что приводит к повышению уровней экспрессии и секреции провоспали-
тельных цитокинов TNF-α  и IL6 при совместной инкубации верапамила и ри-
фампицина по сравнению только с рифампицином. Мы предполагаем, что этот 
эффект может быть связан с запуском альтернативных механизмов экспорта 
цитокинов из макрофагов.

Обнаруженные нами разнонаправленные иммуномодулирующие эффекты 
фармакологического ингибирования P-gp на поздних сроках дифференцировки 
по сравнению с ранними сроками могут указывать на то, что длительное инги-
бирование функции P-gp в клетке может оказывать влияние как на их физио-
логическое состояние, так и на провоспалительный фенотип макрофагов. При 
длительном ингибировании P-gp активируются различные сигнальные пути
в клетках, позволяя им адаптироваться, что объясняет множественные неудачи 
фармакологического ингибирования белков МЛУ. 

Бедаквилин снижает уровни секреции провоспалительных цитокинов на 
ранних сроках макрофагальной дифференцировки. Более низкий уровень се-
креции провоспалительных цитокинов на 3-и сутки дифференцировки по срав-
нению с контролем может быть связан с возможным его влиянием на форми-
рование фенотипа зрелых макрофагов, как это было обнаружено и при анализе 
уровня экспрессии гена ABCB1.  

На поздних сроках дифференцировки под воздействием бедаквилина в ма-
крофагах происходит значительное увеличение уровней секреции IL6 и IL10 
по сравнению с контрольными макрофагами. Полученные нами данные совпа-
дают с результатами работы другого исследования (Lyu et al., 2022). В макро-
фагах THP-1, инфицированных M. tuberculosis под воздействием бедаквилина 
увеличивался уровень секреции IL6. В то же время, авторы данной работы по-
казали снижение уровня секреции IL10. В нашей работе, напротив, уровень 
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экспрессии и секреции IL10 значительно увеличивается. Фармакологическое 
ингибирование P-gp на поздних сроках не оказывало влияния на иммуномоду-
лирующие свойства бедаквилина.

IL6 считается провоспалительным цитокином, так как его экспрессия ин-
дуцируется такими провоспалительными цитокинами, как IL1β и TNF-α . В то 
же время, в макрофагах IL6 подавляет экспрессию TNF-α . Он так же, как IL-10, 
ингибирует лизосомно-фагосомное слияние и аутофагию в инфицированных
M. tuberculosis макрофагах, способствуя внутриклеточному персистирова-
нию возбудителя (Dutta et al., 2012). В связи с этими данными обнаружен-
ные эффекты бедаквилина на макрофаги на позднем сроке дифференци-
ровки требуют дальнейшего изучения. Особенно, учитывая, что выявлены 
выраженные эффекты этого препарата на уровень экспрессии фагоцитар-
ных рецепторов и усиление рецепторного фагоцитоза как через Fc, так
и через лектиновые рецепторы.  

Также стоит отметить, что разнонаправленные изменения в макрофагах на 7-е 
сутки дифференцировки по сравнению с 3-ми сутками при действии разных экс-
периментальных агентов, использованных в нашей работе, указывают на прин-
ципиально разный провоспалительный статус (функциональное состояние) ма-
крофагов THP-1 в зависимости от срока их дифференцировки. Таким образом, 
эффекты противотуберкулёзных препаратов могут быть различными в зави-
симости от статуса макрофагов и это имеет прикладное значение в клиниче-
ской практике. 

При туберкулёзе в очаг воспаления мигрирует большое количество моно-
цитов и макрофагов, находящихся на разных стадиях дифференцировки и име-
ющих разный провоспалительный фенотип. Наше исследование экспрессии 
генов в перифокальной области туберкулём пациентов с туберкулёзом также 
выявило повышенный уровень экспрессии генов-маркеров макрофагов, харак-
терных как для M1, так и для М2 макрофагов при высокой активности спец-
ифического воспаления. Это подчеркивает важность исследования действия 
противотуберкулёзных препаратов не только на зрелые макрофаги, но и на 
клетки, находящиеся в процессе дифференцировки. 

7.6 Заключение к главе 7

Белок транспортёр P-gp является клинически значимым белком МЛУ при ту-
беркулёзном воспалении. Макрофаги являются первыми клетками врождённого 
иммунитета, которые вступают в борьбу с возбудителем M. tuberculosis, в связи
с чем именно в них функциональная активность P-gp представляет первооче-
редной интерес. Фармакологическое ингибирование P-gp оказывает эффекты на 
секрецию провоспалительных цитокинов в M1 макрофагах, а также на их фаго-
цитарную активность, что свидетельствует об участии P-gp в формировании про-
воспалительного фенотипа макрофагов человека. При этом вопрос влияния функ-
циональной активности P-gp на эффективность действия противотуберкулёзных 
препаратов, а также в регуляции туберкулёзного воспаления, является чрезвычай-
но актуальным и только находится на стадии разработки и накопления данных.
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ГЛАВА 8
ОБЩЕЕ ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В монографии представлены результаты многолетнего комплексного иссле-
дования, позволившего сопоставить данные о белках МЛУ и, в первую оче-
редь, P-gp/ABCB1 в клиническом материале пациентов с туберкулёзом лёгких, 
на экспериментальных моделях туберкулёзного воспаления, в культивируемых 
эпителиальных клетках и макрофагах человека. В работе представлены данные, 
полученные с применением наиболее современных методов гистологии, клеточ-
ной и молекулярной биологии, микроскопии. Многоплановость исследования 
позволила получить новые данные об индукции экспрессии генов белков МЛУ 
(P-gp/ABCB1, MRP1/ABCC1, BCRP/ABCG2) при разной активности специфиче-
ского воспаления и выбрать ген ABCB1 белка P-gp в качестве референсного гена 
активности туберкулёзного воспаления. Этот результат поставил вопрос о вза-
имосвязи экспрессии гена ABCB1 с экспрессией генов наиболее значимых при 
туберкулёзе лёгких цитокинов, маркеров иммунных клеток, транскрипционных 
факторов. Молекулярно-генетический анализ позволил не только получить но-
вые данные, касающиеся генетического профиля туберкулём пациентов, но и 
выявить две разные молекулярно-генетические сигнатуры. Каждая из этих сиг-
натур ассоциирована с высокой или низкой экспрессией гена ABCB1 белка МЛУ 
P-gp и является характерной «подписью» туберкулёмы, биомаркером активнос-
ти специфического воспаления и особенностей его проявления. Открытие та-
ких сигнатур в дальнейшем будет положено в основу разработки прогностичес-
ких тестов и подбора мишеней для персонализированного подхода в рамках 
Host-directed therapy или терапии, направленной на организм пациента. На ос-
нове данных мета-анализа в 2022 году ген ABCB1 был включен в перечень из 
20 референсных генов, экспрессия которых в образцах цельной крови позволяет 
с высокой статистической значимостью отличить латентный туберкулёз от ак-
тивного туберкулёзного процесса. Это также подчёркивает значимую роль белка 
МЛУ P-gp в развитии и регуляции активности туберкулёзного воспаления. 

В нашем исследовании мы использовали резекционные образцы туберкулём 
лёгкого. Доля туберкулём среди других форм туберкулёза лёгких составляет бо-
лее 20% и продолжает возрастать, что подчеркивает необходимость изучения её 
иммунопатологии. Ориентация на эту клиническую форму позволила выделить 
группы с высокой и умеренной активностью специфического воспаления, исходя 
из данных морфологического анализа гистологических срезов. Дополнительное 
использование технологии комбинированного иммунохимического маркирова-
ния M. tuberculosis на гистологических срезах с последующим 3D-анализом при 
помощи лазерной конфокальной микроскопии подтвердило присутствие возбу-
дителя в зоне некроза и перифокальной области туберкулём. Продемонстрирова-
на более высокая специфичность и эффективность этой технологии в сравнении 
с традиционным морфологическим методом выявления микобактерий туберку-
лёза на гистологических срезах по методу Циля ‒ Нильсена. Данная технология 
позволяет детектировать M. tuberculosis в разных зонах туберкулёмы и прилега-
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ющей ткани при низкой бактериальной нагрузке и сокращает время пробоподго-
товки, что является важным для своевременной верификации диагноза.

Генетический анализ разных зон туберкулём позволил установить, что для 
определения уровня экспрессии генов белков МЛУ в операционном материале 
необходимо брать перифокальную зону (область лёгких, прилегающую к ту-
беркулёме), как наиболее информативную, что легло в основу создания мето-
дологии изучения белков МЛУ при туберкулёзном воспалении. 

В результате мы обнаружили, что, несмотря на сходство морфологических 
проявлений высокой активности воспаления, молекулярно-генетический про-
филь образцов различается. Это исследование предоставляет новые свиде-
тельства того, что высокая активность воспалительного процесса обусловлена 
разными факторами. Это может быть развитие патологического процесса, обу-
словленного высоким уровнем экспрессии IL6 и STAT3, или высоким уровнем 
экспрессии TNF. Высокая экспрессия гена ABCB1 ассоциирована с высокой 
экспрессией генов факторов транскрипции, регулирующих воспаление, таких 
как HIF1А, SOCS3 и STAT3, гена цитокина IL6, а также TGM2 – маркера низкой 
эффективности макрофагов в борьбе с M. tuberculosis. Взаимосвязь между вы-
сокими уровнями экспрессии генов АВСВ1 и TGM2 указывает на значимость 
P-gp для выживания возбудителя. Открытые молекулярно-генетические сигна-
туры, ассоциированные с высокой активностью воспаления, расширяют зна-
ния об иммунопатологии туберкулёза лёгких и могут быть использованы при 
разработке терапевтических подходов, направленных на регуляцию активно-
сти туберкулёзного воспаления и персонализированной медицины. 

Результаты, полученные на моделях экспериментального туберкулёзного вос-
паления на мышах, вносят весомый вклад в дополнение к данным, полученным 
на операционном материале. Прежде всего, это единственно возможный экспе-
риментальный подход, который позволяет сопоставить изменение экспрессии 
генов белков МЛУ в зависимости от стадии туберкулёзного воспаления (началь-
ной, промежуточной и терминальной). Каждая стадия характеризуется своими 
морфологическими проявлениями, в том числе и в виде появления пневмониче-
ских фокусов, содержащих пенистые макрофаги с M. tuberculosis. В эксперимен-
тальных условиях мы подтвердили, что при развитии туберкулёза в лёгких рефе-
ренсным геном, отражающим активность специфического воспаления, является 
ген ABCB1/P-gp. Эксперименты на провоспалительных макрофагах человека с 
использованием фармакологического ингибитора P-gp R-верапамила позволили 
выявить функциональные свойства P-gp как белка-транспортёра провоспали-
тельных цитокинов IL1β, TNF-α , IL6 и регулятора воспаления. Использование 
фармакологических ингибиторов P-gp рассматривается в качестве перспектив-
ной стратегии повышения эффективности терапии при туберкулёзе лёгких.

В 2008 году был сформирован Международный консорциум по исследо-
ванию белков-транспортеров. В 2010 году им были опубликованы первые ре-
комендации относительно методов изучения взаимодействия транспортеров 
с лекарствами и интерпретации полученных данных, а также рекомендации 
и примеры руководств, которые следует учитывать при разработке лекарств. 
Белок-транспортёр P-gp был назван одним из первых мембранных транспортё-
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ров, чью активность необходимо учитывать при создании и назначении лекар-
ственных препаратов. Ген ABCB1 входит в группу генов ADME (Absorption, 
Distribution, Metabolism, Excretion) – это гены белков, регулирующие ключе-
вые этапы взаимодействия организма человека с лекарствами и влияющие на 
их биодоступность. Гены белков МЛУ ABCB1 (P-gp) и ABCG2 (BCRP) включе-
ны в перечень 30 наиболее значимых фармакогенов.

При пероральном приёме противотуберкулёзные препараты должны прео-
долеть целый ряд барьеров в виде АТФ-связывающих белков, локализованных 
на мембранах клеток барьерных органов, прежде чем они достигнут лёгкие 
и свою мишень – M. tuberculosis. Транспорт лекарственных препаратов через 
плазматические мембраны клеток человека, а также через клеточную стенку 
и плазматическую мембрану возбудителя является одним из важных аспектов 
в эффективном лечении туберкулёза. Согласно ресурсу DrugBank противоту-
беркулёзные препараты рифампицин, этамбутол, моксофлоксацин являются 
субстратами для P-gp. Рифампицин не только является субстратом P-gp, но и 
индуктором экспрессии его гена. Индукция экспрессии гена ABCB1 и возрас-
тание его функциональной активности было подтверждено нами как in vivo, на 
модели химиотерапии экспериментального туберкулеза, так и in vitro на эпи-
телиальных и иммунных клетках – провоспалительных макрофагах человека. 
Это указывает на то, что длительное воздействие рифампицином на различные 
клетки может способствовать формированию лекарственной устойчивости к 
нему и снижать эффективность противотуберкулёзной химиотерапии, что под-
черкивает значимость белков МЛУ для клинической практики.

В отличие от рифампицина, бедаквилин в терапевтической концентрации вы-
зывает снижение экспрессии гена ABCB1 и оказывает влияние на P-gp только в вы-
соких концентрациях. Этот важный для клинической практики результат демон-
стрирует, что P-gp не снижает внутриклеточную концентрацию антибиотика, что 
особенно актуально для инфицированных макрофагов. Более того, показано, что 
бедаквилин повышает экспрессию и уровень рецепторов фагоцитоза и фагоцитар-
ной активности в провоспалительных макрофагах человека. Мы предполагаем, 
что эти свойства бедаквилина, наряду с активацией лизосомного и фаголизосом-
ного компартментов, вносят свой вклад в его высокую эффективность в качестве 
нового противотуберкулёзного препарата. Он так же, как и рифампицин, обладает 
иммуномодулирующим действием. Стоит отметить, что эффекты бедаквилина на 
провоспалительные макрофаги зависят от созревания и стадии функциональной 
зрелости самих макрофагов. При туберкулёзе в очаг воспаления мигрирует боль-
шое количество моноцитов и макрофагов, находящихся на разных стадиях диффе-
ренцировки и имеющих разный фенотип. Это подчеркивает важность исследова-
ния действия противотуберкулёзных препаратов не только на зрелые макрофаги, 
но и на клетки, находящиеся в процессе дифференцировки.

Наше исследование перифокальной области туберкулём с высокой актив-
ностью воспалительного процесса выявило повышенный уровень экспрессии 
генов ‒ маркеров, характерных как для M1, так и для М2 макрофагов. Макрофа-
ги являются первыми клетками врождённого иммунитета, которые вступают в 
борьбу с возбудителем M. tuberculosis, в связи с чем именно в макрофагах функ-
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циональная активность P-gp представляет первоочередной интерес. Известно, 
что М2 макрофаги характеризуются более высокой активностью P-gp, и в них 
M. tuberculosis выживает лучше, чем в М1 макрофагах. Белок транспортёр P-gp 
является клинически значимым белком МЛУ при туберкулёзном воспалении. 
Фармакологическое ингибирование P-gp оказывает воздействие на секрецию 
провоспалительных цитокинов в M1 макрофагах, а также на их фагоцитарную 
активность. Это свидетельствует о влиянии P-gp на формирование провоспали-
тельного фенотипа макрофагов и о его клинически значимом участии в развитии 
туберкулёзного воспаления. 

Некоторые из факторов его развития – возбудитель, клетки воспаления, про-
дуцируемые ими цитокины, гипоксия, – индуцируют экспрессию белков МЛУ. 
При этом и сами белки МЛУ оказывают регуляторное воздействие на развитие 
и выраженность воспалительного ответа. Такие данные важны не только для 
изучения патогенеза туберкулёза, но и являются актуальными для оптимиза-
ции его лечения. Проведение биомедицинских исследований в данной области 
необходимо для создания теоретической и методической базы в целях разра-
ботки практических рекомендаций для использования в клинике.

Другой важный результат, полученный в ходе исследования, это активация 
эндоцитоза в провоспалительных макрофагах и клетках миелоцитарного проис-
хождения человека современным препаратом рифампицина, инкапсулированно-
го в полимер молочной кислоты. Препарат эффективен против внутриклеточных 
форм M. tuberculosis, а активация эндоцитоза вызывает снижение активности 
P-gp за счёт его интернализации. Полученный результат открывает дальнейшие 
перспективы для разработки лекарственной стратегии в целях снижения актив-
ности P-gp на основе индукции эндоцитоза (интернализация P-gp) и на этом 
фоне создания оптимальной внутриклеточной концентрации рифампицина. 

Отдельно стоит вопрос о синергизме действия АТФ-связывающих бел-
ков-транспортёров возбудителя и белков МЛУ. Мы предполагаем, что суб-
стратная специфичность может перекрываться между белками МЛУ и бакте-
риальными белками-транспортёрами, что отражено в табл. 8.1.

Табл. 8.1.  Сравнение субстратов для бактериальных АТФ-связывающих транспортёров 
и для белков МЛУ клеток человека

Антибиотики ‒ субстраты для АТФ-
связывающих белков-транспортёров 

бактерий
Антибиотики – субстраты для P-gp

•	 Макролиды
•	 Линкозамиды
•	 Стрептограмины
•	 Кетолиды
•	 Фторхинолоны
•	 Рифампины

•	 Макролиды (эритромицин)
•	 Фторхинолоны (спарфлоксацин)
•	 Тетрациклины 
•	 Антрациклины
•	 Рифампицин

Таблица сделана на основе данных Kim, 2002; Alvarez et al., 2008; Theodoulou 
and Kerr, 2015.
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Следовательно, если бактериальная клетка попадает в цитоплазму макро-
фага, можно ожидать согласованной работы белков-транспортёров, одновре-
менно формирующих лекарственную резистентность в обеих клетках – возбу-
дителя и макрофага. Активный выброс лекарства будет происходить из клетки 
возбудителя в цитозоль, а потом – из клетки-хозяина во внеклеточную среду. 
Такое согласованное действие различных транспортёров может приводить к 
лучшему выживанию внутриклеточных форм бактерий и способствовать раз-
витию лекарственно-устойчивых форм туберкулёза (рис. 8.1).

Рис. 8.1. Модель согласованного действия белков МЛУ макрофага
и АТФ-связывающих белков-транспортёров возбудителя

В условиях увеличения доли лекарственно-устойчивого туберкулёза и появле-
ния форм возбудителя не только с множественной лекарственной устойчивостью, 
но и с широкой и чрезвычайно широкой, вопрос синергизма между защитными 
механизмами возбудителя и клеток человека приобретает особую актуальность.

Туберкулёз и в XXI веке остаётся одной из глобальных проблем здраво-
охранения и по-прежнему является социально-значимым заболеванием. Это 
делает крайне актуальной разработку новых подходов к его терапии, которые 
могли бы дополнить уже существующие подходы. Наряду с традиционными 
терапевтическими стратегиями, направленными исключительно на возбуди-
тель, перспективным представляется направленное воздействие и на клетки 
макроорганизма. Наши исследования вносят свой вклад в разработку таких ин-
новационных стратегий. Результаты, полученные в ходе проведенных нами ис-
следований, формируют научно-методическую базу для дальнейшего изучения 
роли разных белков МЛУ в развитии резистентности к противотуберкулёзным 
препаратам в клетках человека, что особенно актуально в условиях стреми-
тельного роста устойчивости M. tuberculosis к современным антибиотикам.
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