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В современных условиях туберкулез пред-
ставляет серьезную медико-социальную про-
блему для России. Несмотря на все прилагаемые 
усилия и наметившуюся положительную дина-
мику, эпидемиологическая ситуация остается 
напряженной, и страна все еще входит в список 
государств с самым высоким бременем туберку-
лезной инфекции и туберкулезом с множествен-

ной лекарственной устойчивостью [1, 18]. В связи 
с недостаточной эффективностью этиотропного 
лечения остается актуальным поиск новых под-
ходов для патогенетической терапии туберкулеза 
и создания фармакологических препаратов но-
вого типа, предназначенных для патогенетиче-
ской, организм-ориентированной (host-targeted) 
терапии туберкулеза и направленных как на эли-
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Цель исследования – определить оптимальную для моделирования у мышей экспериментального туберкулез-
ного гранулематоза дозу вирулентного штамма Mycobacterium tuberculosis H37Rv и исследовать влияние ориги-
нального индуктора системы Keap1/Nrf2/ARE ТС-13 (3-(3'-трет-бутил-4'-гидроксифенил)пропилтиосульфонат 
натрия) на выживаемость животных и динамику формирования гранулем. Материал и методы. Генерализо-
ванный туберкулезный гранулематоз моделировали однократным введением в хвостовую вену самцам мышей 
линии BALB/c двухмесячного возраста M. tuberculosis штамм H37Rv в дозах 106, 107 и 108 микробных тел. Еще 
одна группа животных в день инфицирования M. tuberculosis (107 микробных тел) начинала получать ТС-13 с 
питьевой водой (100 мг/кг массы тела). Ежедневно фиксировали выживаемость, через 5 недель мышей выво-
дили из эксперимента и забирали образцы печени для гистологического исследования. Результаты и их об-
суждение. Установлено, что при моделировании у мышей BALB/c туберкулезного гранулематоза, вызванного 
внутривенным введением вирулентного штамма M. tuberculosis H37Rv, наиболее адекватной является доза 107 
микробных тел. На 36 сутки после введения 107 микробных тел M. tuberculosis смертность была значимо мень-
ше в группе мышей, получавших с питьевой водой индуктор сигнальной системы Keap1/Nrf2/ARE монофенол 
ТС-13 (выжило 44 и 15 % мышей соответственно). В то же время по количеству и диаметру гранулем в печени 
эти две группы не различались. Результаты показывают высокую перспективность изучения роли окислитель-
ного стресса и редокс-чувствительной сигнальной системы Keap1/Nrf2/ARE в туберкулезном гранулематозе.
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минацию возбудителя, так и на профилактику 
деструктивных осложнений путем воздействия 
на функциональное состояние клеток иммун-
ной системы. Наибольший интерес представляет 
перспектива использования таких препаратов в 
сфере лечения туберкулеза, вызванного устойчи-
выми к антибиотикам штаммами Mycobacterium 
tuberculosis (MDR, XDR) и сопряженного с нару-
шением иммунного ответа организма (например, 
ВИЧ-инфекцией).

Известно, что туберкулезное воспаление со-
провождается развитием окислительного стресса 
и связанного с ним повреждения различных орга-
нов [9, 13, 15]. Для микобактерий показано уси-
ление пролиферации в условиях окислительного 
стресса и продукции активированных кислород-
ных метаболитов (АКМ) и ингибирование деле-
ния в присутствии антиоксидантов (например, 
имитатора супероксиддисмутазы MnTE-2-PyP) 
[12]. Обнаружено, что скэвенджеры АКМ, такие 
как MnTE-2-PyP и N-ацетил-L-цистеин, снижают 
микобактериальную нагрузку инфицированных 
макрофагов, область поражения и деструктив-
ные изменения в органах [11, 13]. Предположи-
тельной причиной такого эффекта может быть 
влияние указанных антиоксидантов на про-
цессы фаголизосомального слияния: вероятно, 
MnTE-2-PyP восстанавливает редокс-баланс в 
клетке и запускает сигнальные пути, которые 
усиливают эти процессы [11]. 

Система Keap1/Nrf2/ARE является главным 
защитным механизмом, противостоящим окис-
лительному стрессу [2]. Показано, что фарма-
кологическая индукция редокс-чувствительной 
сигнальной системы Keap1/Nrf2/ARE способ-
ствует повышению резистентности к различным 
бактериальным агентам как in vitro, так и in vivo 
за счет повышения фагоцитарной активности 
макрофагов и последующей деградации бакте-
рий [7, 10]. На сегодняшний день мало извест-
но, какую роль опосредованная ARE регуля-
торная система играет в механизмах развития 
и разрешения микобактериального гранулема-
тозного воспаления, вызванного вирулентными 
штаммами M. tuberculosis. Анализ данных ли-
тературы позволяет предположить, что система 
Keap1/Nrf2/ARE может принимать участие в пато-
генезе туберкулезного гранулематозного воспале-
ния, внося вклад в процесс формирования грану-
лем, а ее активация с помощью различных веществ 
и последующее снижение продукции АКМ за счет 
увеличения экспрессии эндогенных антиоксидан-
тов может снижать деструктивные изменения в 
органах. Однако взаимосвязь и механизм этих из-
менений при туберкулезном гранулематозном вос-
палении остаются мало изученными.

Ранее нами показано, что монофенол ТС-13 
(3-(3'-трет-бутил-4'-гидроксифенил)пропилти-
осульфонат натрия) обладает способностью ин-
дуцировать редокс-чувствительную сигнальную 
систему Keap1/Nrf2/ARE [17]. На модели внутри-
венного введения мышам линии BALB/c вакцины 
БЦЖ проведено исследование действия ТС-13 на 
формирование гранулем и активность свободно-
радикальных процессов в печени [6]. На 30 сутки 
после инфицирования в печени животных, полу-
чавших с питьевой водой антиоксидант ТС-13, 
наблюдалось достоверное снижение численной 
плотности гранулем (в 2,5 раза) и их диаметра 
(на 30 %). В экспериментах на мышах и крысах 
показано, что ТС-13 обладает выраженным за-
щитным эффектом in vivo в отношении острых 
воспалительных процессов, способствуя умень-
шению продукции АКМ и выраженности окис-
лительного стресса, увеличивая выживаемость 
животных (септический шок) [8]. 

Высокая перспективность изучения роли 
окислительного стресса и редокс-чувствитель-
ной сигнальной системы Keap1/Nrf2/ARE в ту-
беркулезном гранулематозе обусловила цель 
настоящего исследования – на модели экспе-
риментального туберкулезного гранулематоза 
у мышей, вызванного вирулентным штаммом 
M. tuberculosis H37Rv, исследовать влияние ори-
гинального индуктора системы Keap1/Nrf2/ARE 
ТС-13 (3-(3'-трет-бутил-4'-гидроксифенил)про-
пилтиосульфонат натрия) на выживаемость жи-
вотных и динамику формирования гранулем.

материал и методы

ТС-13 синтезирован в НИИ химии антиок-
сидантов (Новосибирск) как описано ранее [3]. 
Исследование проводили на базе Новосибир-
ской межобластной ветеринарной лаборатории 
на самцах мышей линии BALB/c двухмесячного 
возраста, полученных из вивария ФИЦ Институт 
цитологии и генетики СО РАН (Новосибирск). 
Генерализованный туберкулезный гранулематоз 
моделировали однократным введением в хвосто-
вую вену M. tuberculosis H37Rv в 0,2 мл изото-
нического раствора NaCl. Животные были разде-
лены на 5 групп по 10 особей в каждой: группа 
1 – «контроль» (интактные мыши, которым вво-
дили 0,2 мл изотонического раствора); группа 
2 – мыши, которым вводили 106 микробных тел 
M. tuberculosis H37Rv в 0,2 мл изотонического 
раствора NaCl; группа 3 – мыши, которым вво-
дили 107 микробных тел M. tuberculosis H37Rv; 
группа 4 – мыши, которым вводили 107 микроб-
ных тел M. tuberculosis H37Rv, получавшие в 
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дальнейшем с питьевой водой ТС-13 из расчета 
100 мг/кг массы тела в сутки; группа 5 – мыши, ко-
торым вводили 108 микробных тел M. tuberculosis 
H37Rv. После инфицирования мышей наблюда-
ли в течение 5 недель, выживаемость фиксиро-
вали ежедневно. Из эксперимента животных вы-
водили путем дислокации позвонков в шейном 
отделе, забирали образцы тканей для гистологи-
ческого исследования.

Для светооптического исследования получен-
ный материал после фиксации в 10%-м растворе 
нейтрального формалина обезвоживали в серии 
спиртов возрастающей концентрации и ксилолов 
с последующим заключением в парафин. Из об-
разцов печени изготавливали срезы толщиной 
4–5 мкм, окрашивали по стандартной методике 
гематоксилином и эозином по методу ван Гизона, 
для визуализации возбудителя M. tuberculosis в 
органах применяли специфический гистохимиче-
ский метод окраски по Цилю – Нильсену. Мето-
дом морфометрии с помощью закрытой тестовой 
системы площадью 3,64 × 105 мкм2 и инструмен-
тов программы ImageJ (NIH, США) на микроско-
пе AxioImager A1 («Carl Zeiss», Германия) опре-
деляли численную плотность (Nai) и диаметр 
гранулем.

Для определения достоверности различий в 
группах между кривыми выживаемости живот-
ных, построенными по методу Каплана – Майера, 
использовали F-критерий Кокса. Данные морфо-
логических исследований представлены в виде 
среднего арифметического значения и ошибки 
среднего арифметического (M ± m), различия 
между группами оценивали с помощью критерия 
Стьюдента с поправкой Беньямини – Хохберга 
(FDR) для множественных сравнений.

результаты и их обсуждение

При моделировании генерализованного ту-
беркулезного гранулематоза с помощью однократ-
ного введения в хвостовую вену M. tuberculosis 
H37Rv наблюдались дозозависимые межгруп-
повые различия в динамике смертности мышей 
(рис. 1). При введении M. tuberculosis в дозе 106 
микробных тел падежа животных не наблюда-
лось на протяжении всего эксперимента. При вве-
дении 108 микробных тел гибель животных начи-
нали регистрировать на 16 сутки, а гибель 90 % 
животных наблюдалась к 26 суткам. При введе-
нии 107 микробных тел смертность мышей была 
существенно меньшей (различие между кривыми 
выживаемости животных групп 3 и 5 статистиче-
ски значимо, p = 0,01), при этом динамика смерт-
ности различалась в зависимости от того, полу-
чали мыши ТС-13 с питьевой водой или нет. Так, 
гибель животных группы 3 начинали регистриро-
вать на 26 сутки, мышей группы 4, получавших 
с питьевой водой ТС-13, – на 27 сутки, а к концу 
наблюдения (36 суток) выжило соответственно 
30 и 40 % мышей. После проведения гистологи-
ческого исследования органов мышей стало оче-
видно, что часть животных не были инфициро-
ваны (отсутствие гранулем и отсутствие окраски 
при иммуногистохимическом исследовании на 
M. tuberculosis). С учетом этих данных динамика 
смертности мышей приобретает другой вид, раз-
личие между кривыми выживаемости животных 
групп 3 и 4 становится статистически значимым 
(p = 0,05) и изменяется процентное соотношение 
числа мышей, выживших к концу наблюдения 
(36 суток): 15 % в группе 3 и 44 % – в группе 4 
(рис. 1, б).

Рис. 1. Динамика выживаемости мышей после инфицирования M. tuberculosis штамм H37Rv
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При анализе гистологических срезов печени 
мышей, полученных на 36 сутки после инфици-
рования, выявлено наличие диффузно располо-
женных макрофагальных гранулем. Их морфоме-
трическое исследование показало, что гранулем 
при инфицировании дозой 107 микробных тел 
образовывалось несколько больше по сравне-
нию с инокуляционной дозой 106 микробных 
тел (p > 0,05) (рис. 2, а), однако их диаметр был 
меньше (p < 0,05) (рис. 2, б). В группе мышей, 
инфицированных дозой 107 микробных тел и по-
лучавших ТС-13, количество и диаметр гранулем 
не отличались от величин соответствующих по-
казателей группы с инокуляционной дозой 106 
микробных тел.

Снижение гибели животных, получавших 
ТС-13, согласуется с ранее полученными резуль-
татами. Сепсис является лидирующей причиной 
смертности, связанной с дизрегуляцией систем-
ного иммунного ответа в ответ на бактериальные 
инфекции, что влечет за собой множественную 
органную недостаточность и смерть. Существу-
ет общее мнение, что Nrf2 оказывает протектив-
ный эффект в отношении системных инфекций 
за счет влияния на NF-κB и модулирования экс-
прессии провоспалительных генов в макрофагах 
[16]. Ранее показано, что оригинальный синтети-
ческий монофенол ТС-13, индуцирующий Nrf2-
зависимый сигнальный путь в экспериментах in 
vitro [3] и in vivo [8] и ингибирующий NF-κB-
опосредованный сигналинг in vivo [14], облада-
ет выраженным защитным эффектом in vivo в 
отношении острых воспалительных процессов, 
увеличивая выживаемость животных при септи-
ческом шоке [8]. 

Отсутствие положительного влияния ТС-13 
на количество и размеры образовавшихся грану-
лем не согласуется с нашей первоначальной гипо-
тезой. Ранее на модели внутривенного введения 
мышам линии BALB/c вакцины БЦЖ проведено 
исследование действия ТС-13 на формирование 
гранулем и активность свободнорадикальных 
процессов в печени [6]. На 30 сутки после ин-
фицирования в печени животных, получавших с 
питьевой водой ТС-13 из расчета 100 мг/кг мас-
сы тела, наблюдалось достоверное снижение 
численной плотности гранулем (в 2,5 раза) и их 
диаметра (на 30 %), а также активности свобод-
норадикальных процессов в печени. Хотя клеточ-
ный состав гранулем был сходен, в гранулемах 
мышей, получавших ТС-13, наблюдалось полное 
отсутствие гранулоцитов, являющихся главным 
деструктивным компонентом воспалительных 
процессов. Такие различия в динамике форми-
рования гранулем в зависимости от типа мико-
бактерий, вероятно, связаны с их вирулентными 
свойствами. В случае инфицирования авирулент-
ными микобактериями (БЦЖ) влияния индуктора 
системы Keap1/Nrf2/ARE монофенола ТС-13 на 
активацию макрофагов достаточно для стимули-
рования элиминации возбудителя, что выражает-
ся в снижении количества и размеров гранулем 
[4, 5]. В то же время вирулентный штамм сохра-
няет способность противостоять противомико-
бактериальной защите макрофагов, и инволюции 
гранулематозного процесса не наблюдается. О 
различии процессов гранулемообразования гово-
рит также следующий факт: если при инфициро-
вании мышей вакциной БЦЖ зависимость между 
размерами и численной плотностью гранулем в 

Рис. 2.  Количество (а) и диаметр (б) гранулем, образовавшихся в печени мышей после 
инфицирования M. tuberculosis штамм H37Rv; * – отличие от величины соответ-
ствующего показателя группы 2 статистически значимо при p < 0,05
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печени была прямой (коэффициент корреляции 
Спирмена r = 0,63, p = 0,0037), то при инокуляции 
вирулентного штамма M. tuberculosis H37Rv – об-
ратной (r = –0,57, p = 0,0073).

Возможно, влияние индуктора системы 
Keap1/Nrf2/ARE монофенола ТС-13 на динамику 
формирования гранулем будет более выраженным 
при длительном сроке наблюдения (3–6 месяцев) 
или дополнительном воздействии противотубер-
кулезных препаратов (рифампицин, изониазид).

заключение

При моделировании у мышей BALB/c ту-
беркулезного гранулематоза, вызванного вну-
тривенным введением вирулентного штамма 
M. tuberculosis H37Rv, наиболее адекватной явля-
ется доза 107 микробных тел. Неинвазивное на-
значение животным оригинального монофенола 
ТС-13 способствует их лучшей выживаемости 
после инокуляции 107 микробных тел M. tuber-
culosis, что, возможно, связано с его способно-
стью индуцировать редокс-зависимую систему 
Keap1/Nrf2/ARE, хотя не исключено опосредо-
ванное действие, через ингибирование провос-
палительных сигнальных путей. Дальнейшее 
исследование возможности регуляции течения 
и инволюции гранулематозных воспалительных 
процессов индукторами редокс-чувствительной 
сигнальной системы Keap1/Nrf2/ARE позволит 
разработать новые фармакологические средства 
и подходы к терапии туберкулеза.
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MONOPHENOL TS-13 iMPrOvES SUrvivAL iN MiCE iNFECTEd 
wiTH virULENT mycobacterium tuberculosis

Peter Mikhaylovich KOZHIN1, Anna Vladimirovna KOVNER1, 
Nikolay Konstantinovich ZENKOV1, Tatyana Igorevna PETRENKO2, 
Natal’ya Valer’evna KANDALINTSEVA3, Elena Bronislavovna MENSHCHIKOVA1

1 Research Institute for Experimental and Clinical and Medicine 
630117, Novosibirsk, Timakov str., 2
2 Novosibirsk Research Institute for Tuberculosis
630040, Novosibirsk, Okhotskaya str., 81a
3 Novosibirsk State Pedagogical University
630126, Novosibirsk, Viluyskaya str., 28

The aim of the study was to determine the dose of a virulent strain of Mycobacterium tuberculosis H37Rv that is optimal 
for modeling experimental tuberculosis granulomatosis in mice and to investigate the effect of the original inductor of 
the Keap1/Nrf2/ARE system TS-13 (sodium 3- (3'-tert-butyl-4'-hydroxyphenyl) propylthiosulfonate) on animal survival 
and the dynamics of granuloma formation. Material and methods. Generalized tuberculosis granulomatosis was 
modeled by a single injection into the tail vein of male BALB/c mice of the 2-month-old M. tuberculosis strain H37Rv 
at doses of 106, 107 and 108 microbial bodies. Another group of animals on the day of infection with M. tuberculosis 
(107 microbial bodies) began to receive TS-13 with drinking water (100 mg/kg body weight). Survival was fixed daily; 
after 5 weeks, mice were euthanized and liver samples were taken for histological examination. Results and discussion. 
The dose of 107 microbial bodies was found to be the most adequate when modeling in BALB/c mice the tuberculosis 
granulomatosis caused by the intravenous injection of virulent M. tuberculosis strain H37Rv. At the 36th day after the 
injection of 107 microbial bodies, mortality was significantly lower in the group of mice receiving the inducer of the 
signal system Keap1/Nrf2/ARE monophenol TS-13 with drinking water (44 and 15% mice survived, respectively). At 
the same time, these two groups did not differ in the number and diameter of liver granulomas. The results show a high 
prospect of studying the role of oxidative stress and the redox-sensitive signal system Keap1/Nrf2/ARE in tuberculosis 
granulomatosis.

Key words: synthetic monophenol TS-13, tuberculosis, H37Rv, Keap1/Nrf2/ARE system.
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