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The aim of the work is to investigate the expression level of the main genes of multidrug resistance proteins of macroorganism somatic cells 
(MDR-SCM) – ABCB1, ABCC1, ABCG2 – in pulmonary tuberculomas with different inflammatory activity.

Materials and methods. Surgical material of pulmonary tuberculoma was obtained from 30 patients (16 men and 14 women). According 
to the results of histological examination and morphological analysis tuberculoma samples were divided into two groups: with moderate 
or severe inflammatory process. The level of expression of the ABCB1, ABCC1, and ABCG2 genes was evaluated for all samples by real-time 
polymerase chain reaction. 

Results. The genes ABCB1, ABCC1, ABCG2 are expressed in the perifocal zone of tuberculomas and their expression level depends on the 
activity of inflammation. The highest expression level was found for the ABCB1 gene encoding the P-gp transporter protein.
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Цель работы. Исследовать уровень экспрессии основных генов белков множественной лекарственной устойчивости сома-
тических клеток макроорганизма (МЛУ-СКМ) – ABCB1, ABCC1, ABCG2 – в туберкулемах легких с разной активностью воспаления.

Материалы и методы. Операционный материал туберкулем легких получен от 30 пациентов (16 мужчин и 14 женщин).  
Образцы туберкулем по результатам гистологического исследования и морфологического анализа были разделены на две груп-
пы: с умеренным или выраженным воспалительным процессом. Для всех образцов была проведена оценка уровня экспрессии генов 
ABCB1, ABCC1, ABCG2 методом полимеразной цепной реакции в реальном времени. 

Результаты. Гены ABCB1, ABCC1, ABCG2 экспрессированы в перифокальной зоне туберкулем, и уровень их экспрессии зависит от 
активности воспаления. Наивысший уровень экспрессии выявлен для гена ABCB1, кодирующего белок-транспортер P-gp. 
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Введение
Развитие терапии, нацеленной на организм больного, – важ-

нейшее направление современной медицины, позволяющее 

повысить эффективность лечения туберкулеза, в частности, 

предотвратить негативное воздействие его факторов на ре-

спираторный отдел легких. В рамках этого направления осу-

ществляется поиск перспективных прогностических биомар-

керов и новых мишеней терапевтического воздействия [6, 19]. 

Такими мишенями могут быть белки множественной лекар-

ственной устойчивости соматических клеток макроорганизма 

(МЛУ-СКМ), так как механизмы, снижающие эффективность 

противотуберкулезных препаратов (ПТП) в организме боль-

ных туберкулезом (ТБ) легких, могут формироваться не толь-

ко в результате развития резистентности к ним возбудителя  
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M. tuberculosis, но и за счет индукции активности белков МЛУ-

СКМ, относящихся к белкам-экспортерам [3, 4, 18]. 

Белки МЛУ-СКМ – это многофункциональная группа белков, 

принимающих участие в реализации различных физиологи-

ческих и патологических процессов, а также в регуляции вос-

паления [7, 12]. Взаимодействие ПТП с МЛУ-СКМ происходит 

при пероральном приеме, когда ПТП проходит через ряд кле-

точных барьеров – эпителий кишечника и эндотелий сосудов, 

прежде чем достигнут очага ТБ в легких и инфицированных 

M. tuberculosis макрофагов. Эти белки характеризуются уни-

кальной структурой и транспортируют соединения разной 

химической природы из цитоплазмы во внеклеточную среду. 

В совокупности они осуществляют транспорт до 500 различ-

ных компонентов, в том числе и лекарственных препаратов [8]. 

Активность наиболее изученных и значимых для клинической 

практики белков МЛУ-СКМ – P-gp (P-glycoprotein, кодирует-

ся геном ABCB1/MDR1), MRP1 (Multidrug Resistance-associated 

Protein 1, кодируется геном АВСС1/MRP1), BCRP (Breast Cancer 

Resistance Protein, кодируется геном ABCG2/BCRP) – учитывает-

ся при химиотерапии злокачественных новообразований, ней-

родегенеративных и аутоиммунных заболеваний [9, 10, 15, 17]. 

Важно, что высокий уровень экспрессии генов этих белков свя-

зан с негативным прогнозом течения заболевания. Среди ле-

карственных препаратов – субстратов для белков МЛУ-СКМ – 

имеются и ПТП: рифампицин, этамбутол, моксифлоксацин [18]. 

Воспаление – сложно организованный многофакторный 

процесс, находящийся под влиянием белков МЛУ-СКМ, кото-

рые регулируют транспорт провоспалительных цитокинов 

[5]. Ранее полуколичественным методом ПЦР было показано, 

что при фиброзно-кавернозном ТБ выявляется экспрессия ге-

нов наиболее клинически значимых белков МЛУ-СКМ: MDR1 

(ABCB1), MRP1 (ABCC1), BCRP (ABCG2) и LRP [4].

В данном исследовании цель работы – проанализировать 

уровень экспрессии основных генов МЛУ-СКМ в туберкулемах 

легких с разной активностью воспалительного процесса мето-

дом ПЦР в реальном времени. Полученные результаты позво-

лят ответить на следующие вопросы: 

1) как экспрессия генов белков МЛУ-СКМ зависит от зоны ту-

беркулезного воспаления? 

2) экспрессия какого белка МЛУ-СКМ наиболее сильно зави-

сит от активности туберкулезного воспаления?

Материалы и методы
Операционный материал

Образцы туберкулем легких получены в ФГБНУ «ЦНИИТ» от 

30 пациентов (16 мужчин и 14 женщин) в результате проведе-

ния плановой операции. Возраст пациентов составил 2236 лет 

и до операции период химиотерапии был не менее 15 меся-

цев. 

Гистологические исследования

Образцы операционного материала фиксировали в 10%-

ном забуференном формалине, подвергали дегидратации и 

заливали в парафин Hystomix (Биовитрум, Россия). Срезы тол-

щиной 5 мкм изготавливали на микротоме Leica (Германия). 

Препараты окрашивали гематоксилином и эозином (0,1%-ный 

водный раствор) и заключали в канадский бальзам. Анализ по-

лученного материала проводили с использованием светового 

микроскопа LeicaDM 1000 LED с объективами NPlan 4х, 20x, 

40x и 100x/1.25 oil. Гистологические срезы использовали для 

формирования по морфологическим признакам двух групп: 

туберкулемы с признаками умеренной (группа 1) или высокой 

(группа 2) активности туберкулезного воспаления. 

ОТ-ПЦР в реальном времени

Образцы объемом 0,3 см3 гомогенизировали в керамиче-

ской ступке (на льду) и заливали TRI Reagent (MRC Inc, США) 

из расчета 1 мл на образец (в дальнейшем хранили при тем-

пературе -80 °С). Для анализа было получено 12 образцов из 

некротического очага и 50 образцов из области, прилегающей 

к капсуле туберкулемы. Выделения общей РНК проводили в 

соответствии с протоколом производителя TRI Reagent. Кон-

центрацию выделенной РНК определяли на спектрофотоме-

тре NanoDrop 8000 (Thermo Scientific, США) при длине волны 

260 нм. Качество выделенной из образцов общей РНК проверя-

ли при помощи электрофореза в 1%-ном агарозном геле с до-

бавлением 0,01% бромистого этидия (камера для горизонталь-

ного электрофореза Helicon, Россия). Образцы с ясно видимыми 

полосами 18S и 28S РНК были использованы для дальнейшего 

анализа. ПЦР в реальном времени проводили в соответствии с 

протоколом и реактивами производителя (ООО «Синтол», Рос-

сия). Последовательность специфических праймеров, приме-

няемых в реакции, представлена в таблице 1.

Для каждого анализируемого гена делали 3 пробы. Для ПЦР 

использовались 96 луночных оптических планшетов (SSI, США). 

Таблица 1. Пары праймеров, использованные для ПЦР в реальном времени
Table 1. Primer pairs used for real-time PCR

Ген
Gene

Прямая последовательность
Direct sequence

Обратная последовательность
Reverse sequence

Длина
Length

ABCB1 GGGATGGTCAGTGTTGATGGA GCTATCGTGGTGGCAAACAATA 110 п.н. • p.n. 

ABCC1 GTGAATCGTGGCATCGACATA GCTTGGGACGGAAGGGAATC 184 п.н. • p.n. 

ABCG2 TGAGCCTACAACTGGCTTAGA CCCTGCTTAGACATCCTTTTCAG 75 п.н. • p.n. 

RPL27 ACCGCTACCCCCGCAAAGTG CCCGTCGGGCCTTGCGTTTA 198 п.н. • p.n. 

*  ген RPL27 – ген «домашнего хозяйства», п.н. – пары нуклеотидов
*  RPL27 gene – «housekeeping» gene, p.n. – pairs of nucleotides
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Реакцию проводили в амплификаторе CFX96 Touch (Bio-Rad, 

США). Условия амплификации: 95 °С – 5 мин, затем 39 циклов 

(95 °С – 13 с, 60 °С – 20 с, 72 °С – 15 с). Продукты ПЦР проверяли 

на специфичность методом кривой плавления в программном 

обеспечении Bio-Rad CFX Manager. Для обработки данных ПЦР 

в режиме реального времени использовали программное 

обеспечение Bio-Rad CFX Manager. Нормализацию результа-

тов проводили по экспрессии гена RPL27. Уровень экспрессии 

генов оценивали по значению R = 2ΔСt х 103, где ΔСt – разница 

между пороговыми циклами экспериментального гена и гена 

RPL27. Конечная обработка данных проводилась в программе 

Microsoft Office Excel 2007.

Результаты
Гистологическая характеристика туберкулем

В туберкулемах группы 1 казеозный некроз уплотнен, 

окружен двухслойной капсулой, состоящей из грануля-

ционного (внутренний) и фиброзного (наружный) слоев  

(рис. 1а). Фиброзный слой хорошо выражен и сформирован ком-

пактно расположенными волокнами соединительной ткани.  

В отличие от фиброзного грануляционный слой более тон-

кий, может быть фрагментированным. Он содержит немного-

численные клетки, среди которых преобладают макрофаги и 

лимфоциты, имеются единичные эпителиоидно-клеточные 

гранулемы. 

В гранулемах группы 2 казеозный некроз имеет признаки 

расплавления, окружен широким грануляционным слоем, 

который преобладает над фиброзным (рис. 1б). В грануляци-

онном слое выявляются клеточные элементы воспаления,  

в том числе нейтрофилы, определяются эпителиоидные клет-

ки и гигантские клетки Пирогова – Лангханса. К фиброзному 

слою примыкают участки легочной паренхимы с признаками 

неспецифической пневмонии, скопления лимфоцитов разной 

степени выраженности.

По результатам морфологического исследования опера-

ционного материала для анализа экспрессии генов МЛУ-СКМ 

был отобран материал в группу 1 от 13 больных (24 образца) и 

в группу 2 – от 17 больных (26 образцов).

Оценка экспрессии генов АВСВ1, АВСС1, АВСG2 

Анализ выделенной из образцов РНК выявил ее полное 

разрушение в области некроза и хорошую сохранность в 

образцах, выделенных из других зон, что демонстрируется  

Рисунок 1. Туберкулема легкого: а – с умеренной активностью воспаления, б – с высокой активностью воспаления. 
КЗ – казеозный некроз, ММ – многоядерные макрофаги (стрелки), ГС – грануляционный слой, ЭКГ – эпителиоидно-клеточные 
гранулемы, ФС – фиброзный слой, НП – неспецифическая пневмония, ЛИ – лимфоидный инфильтрат, АЛ – альвеолы. 
Масштабный отрезок – 100 мкм 

Figure 1. Pulmonary tuberculosis: a – with moderate inflammatory activity, б – with high inflammatory activity. KЗ – caseous necrosis, 
MM – multinucleated macrophages (arrows), ГС – granulation layer, ЭКГ – epithelioid cell granulomas, ФС – fibrous layer, НП – nonspecific 

pneumonia, ЛИ – lymphoid infiltrate, АЛ – alveoli. The scale segment – 100 microns
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разделением рРНК 28S, 18S и 5S при электрофорезе общей 

РНК (рис. 2). В дальнейший анализ экспрессии генов образцы 

некротического очага включены не были в связи с разрушени-

ем общей РНК.

Анализ экспрессии генов в образцах, полученных из об-

ласти, прилегающей к капсуле, показал, что выраженная 

активность ТБ воспаления характеризуется более высоким 

уровнем экспрессии генов АВСВ1, АВСС1, АВСG2 в сравнении с 

умеренным ТБ воспалением (рис. 3). Ген ABCB1 обладает наи-

высшим уровнем экспрессии в обеих группах, но в группе 2 он  

в 7,2 раза выше, чем в группе 1.

 

Обсуждение
При активации туберкулезного воспаления выявлено 

возрастание уровня экспрессии генов белков-экспортеров 

ABCB1, ABCC1, ABCG2. В туберкулемах легкого с признаками вы-

раженной активности специфического воспаления наиболее 

высокий уровень экспрессии обнаружен для гена белка P-gp. 

Эти данные согласуются с полученными ранее результатами 

по выраженности экспрессии генов МЛУ-СКМ в легких при 

фиброзно-кавернозном туберкулезе [4]. Они подтверждают 

связь воспалительного процесса в легких с экспрессией ге-

нов белков МЛУ-СКМ и в первую очередь с ABCB1 (MDR1). На 

модели экспериментального ТБ также было обнаружено, что 

экспрессия генов белка P-gp (Mdr1a/b) в легких возрастает при 

прогрессировании ТБ [2]. Таким образом, имеются убедитель-

ные данные, что при ТБ легких белки МЛУ-СКМ, в первую оче-

редь P-gp, связаны с активным воспалением.

Уровень экспрессии гена P-gp ABCB1 регулируется мно-

жеством факторов, актуальных при ТБ легких. Провоспали-

тельные цитокины, M. tuberculosis, гипоксия и длительное 

воздействие ПТП индуцируют экспрессию гена ABCB1 и функ-

циональную активность P-gp [1, 3, 14]. Провоспалительные 

Рисунок 2. Оценка качества общей РНК, выделенной из 
образцов перифокальной зоны и области некроза. Указаны 
полосы, соответствующие рРНК 28S, 18S и 5S

Figure 2. Assessment of the quality of total RNA isolated from 
samples of the perifocal zone and necrosis area. The bands 

corresponding to the 28S, 18S and 5S RNAs are indicated

Рисунок 3. Гистограмма сравнения экспрессии генов ABCB1, ABCC1, ABCG2 в перифокальной зоне (область капсулы и прилегающей 
ткани) туберкулем легкого с умеренной (группа 1) и высокой (группа 2) активностью туберкулезного воспаления
* отмечены статистически значимые различия при р < 0,001, U-критерий Манна–Уитни.

Figure 3. Histogram comparing the expression of ABCB1, ABCC1, ABCG2 genes in the perifocal zone (capsule area and adjacent tissue) of 
pulmonary tuberculosis with moderate (group 1) and high (group 2) activity of tuberculous inflammation

* Statistically significant differences were noted at p < 0.001, Mann–Whitney U–test.
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цитокины IFN-γ, TNF-α играют важную роль в формировании 

туберкулем [16] и индуцируют экспрессию гена ABCB1 в клет-

ках, опосредующих реакции врожденного и приобретенного 

иммунитета [13]. Индукция экспрессии гена ABCB1 под воз-

действием M. tuberculosis продемонстрирована на клеточной 

линии промоноцитов U1 [11] и в модели экспериментального 

туберкулеза легких [2]. Также необходимо учесть, что груп-

пы 1 и 2 характеризуются разным клеточным составом: для 

высокой активности воспаления характерна инфильтрация 

капсулы и прилегающей к ней области иммунными клетками. 

Экспрессия генов ABCB1 и ABCC1 выявляется в гранулоцитах, 

лимфоцитах, моноцитах и макрофагах, в дендритных клетках 

[20], что может вносить свой вклад в возрастание уровня экс-

прессии этих генов в группе 2. Повышенная экспрессия ABCB1 

в легких больных ТБ может быть опосредована разными моле-

кулярными сигнатурами и быть связана с активацией сигналь-

ного пути STAT3 или с высокими уровнями TNF-α и CD163 [14]. 

Заключение
В настоящее время не существует терапевтических стра-

тегий, которые позволяют напрямую ингибировать функцио-

нальную активность белков-экспортеров группы МЛУ-СКМ.  

В этой связи ингибирование сигнальных путей активации экс-

прессии ABCB1 может быть рассмотрено в качестве вспомо-

гательной терапии при лечении ТБ [21]. Также в дальнейшем 

необходимо изучить и учесть активацию белков МЛУ-СКМ при 

использовании разных режимов химиотерапии, длительно-

сти заболевания и динамики излечения ТБ. Мы полагаем, что 

эти белки могут быть рассмотрены в качестве перспективных 

мишеней для разработки новых терапевтических подходов, 

направленных на регуляцию активности туберкулезного вос-

паления и повышение эффективности противотуберкулезной 

химиотерапии. 
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