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СОСТОЯНИЕ ВНЕКЛЕТОЧНОГО МАТРИКСА СЕЛЕЗЕНКИ 
ПРИ ВВЕДЕНИИ ЛИПОСОМАЛЬНОЙ ФОРМЫ ДЕКСТРАЗИДА МЫШАМ 

В ПЕРИОДЕ ХРОНИЧЕСКОГО БЦЖ-ИНДУЦИРОВАННОГО ГРАНУЛЕМАТОЗА

Аннотация. Фиброз паренхиматозных органов является распространенным осложнением туберкулеза. На моде­
ли БЦЖ-индуцированного воспаления у мышей продемонстрированы изменения метаболизма внеклеточного мат-
рикса (ВКМ) селезенки при введении липосомальной формы декстразида (ЛФДЗ), содержащей изониазид и окислен­
ный декстран. 

Мыши были разделены на 4 группы: 1 – интактные животные; 2 – инфицированные мыши после однократного 
внутривенного введения вакцины БЦЖ; 3 ‒ животные, которым через 6 мес. после инфицирования в течение 3 мес. 
вводили раствор ЛФДЗ внутриперитонеально; 4 – мыши, которым вводили то же, что и животным группы 3, но инга­
ляционно. У мышей группы 2 обнаружены признаки выраженного фиброза селезенки (повышенное содержание гиалу­
ронана, фракций гидроксипролина) при активации гиалуронидаз, матриксных металлопротеиназ (ММП), α2-макро-
глобулина  и  повышенном  содержании  тканевых  ингибиторов ММП  (TИМП-1  и TИМП-2)  относительно  данных  
группы 1. В группе 3 отмечены изменения в структуре протеогликанов (увеличение содержания уроновых кислот 
и галактозы), снижение уровней гиалуронана и свободного гидроксипролина, повышение активности гиалуронидаз. 
Активность ММП и содержание ТИМП соответствовали показателям в группе 2. В группе 4 также увеличилось со­
держание  уроновых кислот и  галактозы  в  протеогликанах,  но  отмечалось  снижение  уровня пептидно-связанного 
гидроксипролина и более заметным было снижение содержания гиалуронана. Активность всех ферментов, регули­
рующих метаболизм ВКМ, была снижена относительно показателей в группе 2.

Таким образом, внутриперитонеальное введение ЛФДЗ инфицированным мышам привело к активации гиалу- 
ронидаз, изменению структуры протеогликанов, снижению содержания свободного гидроксипролина. Ингаляцион­
ное  введение ЛФДЗ наряду  с  изменениями  структуры протеогликанов  снижало  активность ММП,  гиалуронидаз, 
α2-макроглобулина, а также содержание ТИМП-1 и ТИМП-2, пептидно-связанного гидроксипролина. Антифибро­
тический эффект ЛФДЗ проявился в снижении уровня пептидно-связанного гидроксипролина и в более значимом 
снижении содержания гиалуронана при ингаляционном введении, чем при внутриперитонеальном. 
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LIPOSOME-ENCAPSULATED DEXTRAZIDE MODIFIES SPLEEN EXTRACELLULAR MATRIX 
COMPOSITION IN MICE WITH CHRONIC BCG-INDUCED INFLAMMATION

Abstract. Fibrosis of parenchymal organs is a common complication of tuberculosis. In a model of BCG-induced inflammation 
in mice, changes in the metabolism of the extracellular matrix (ECM) of the spleen were demonstrated with the introduction 
of a liposome-encapsulated dextrazide (LEDZ) containing isoniazid and oxidized dextran. 

The mice were divided into 4 groups: 1 – intact animals; 2 – infected mice after a single intravenous injection of BCG 
vaccine. 6 mo after infection, a solution of LEDZ was administered intraperitoneally to mice of group 3 for 3 mo, and inhaled 
to mice of group 4. Group 2 mice showed the signs of pronounced spleen fibrosis (increased content of hyaluronan, hydroxyproline 
fractions) with activation of hyaluronidases, matrix metalloproteinases (MMP), α2-macroglobulin and an increased content 
of tissue inhibitors of MMP (TIMP-1 and TIMP-2) with respect to group 1 data. In group 3, changes in the structure of proteoglycans 
were  noted  (an  increase  in  the  content  of  uronic  acids  and  galactose),  a  decrease  in  the  content  of  hyaluronan  and  free 
hydroxyproline, an increase in the activity of hyaluronidases. The MMP activity and the TIMP content corresponded to the data 
of group 2. In group 4, the content of uronic acids and galactose in proteoglycans also increased, but peptide-bound hydro- 
xyproline decreased and the hyaluronan content more noticeably decreased. The activity of all enzymes regulating the ECM 
metabolism reduced with respect to the data of group 2.
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Thus, intraperitoneal administration of LEDZ to infected mice led to activating hyaluronidases, changing the structure 
of proteoglycans, and decreasing  the free hydroxyproline content.  Inhalation administration of LEDZ, along with changes 
in  the structure of proteoglycans,  reduced  the activity of MMP, hyaluronidases, α2-macroglobulin,  the content of TIMP-1 
and TIMP-2, peptide-bound hydroxyproline. The antifibrotic effect of LEDZ with inhalation administration was manifested 
in a decrease in peptide-bound hydroxyproline and in a more significant decrease in hyaluronan compared with intraperitoneal 
administration.

Keywords: liposome-encapsulated dextrazide, splenic tuberculosis, glycosaminoglycans, collagens, matrix metalloproteinases/ 
tissue inhibitors of metalloproteinases, α2-macroglobulin, hyaluronidases
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Введение. Туберкулез  вызывает  серьезную  обеспокоенность  специалистов  во  всем  мире. 
По данным ВОЗ, из всех инфекционных болезней он остается одной из наиболее частых причин 
летальных  исходов  [1].  Большую  обеспокоенность  вызывает  увеличение  числа  лекарственно-
устойчивых форм туберкулеза, требующих разработки новых подходов в лечении [2]. Последние 
могут быть реализованы путем создания новых лекарственных средств, на разработку и произ­
водство которых потребуются десятилетия, либо путем модификации уже существующих пре­
паратов с целью усиления их терапевтических свойств. При этом созданные новые или усовер­
шенствованные известные лекарственные средства должны сочетать в себе высокую антибакте­
риальную активность, низкую токсичность и способность предупреждать развитие осложнений.

Иммунная  система  является  важным  фактором,  детерминирующим  реакцию  организма 
на инфицирование M. tuberculosis (Mtb). Селезенка – самый крупный лимфоидный орган иммун­
ной системы, функции которого до конца не выяснены. Общеизвестно, что селезенка участвует 
в лимфопоэзе, выполняет функцию фильтра для инородных тел организма, в том числе бактерий, 
грибов, простейших,  а  также обеспечивает разрушение старых и поврежденных клеток крови 
(эритроцитов, тромбоцитов). Защитная функция селезенки связана с фагоцитозом чужеродных 
тел, лимфо- и моноцитопоэзом, преобразованием моноцитов в макрофаги. Есть единичные данные, 
что в селезенке БЦЖ-инфицированных мышей формируются гранулемы и развивается сплено­
мегалия [3], практически отсутствуют данные о качественном и количественном составе внекле­
точного матрикса (ВКМ) селезенки. 

Актуальность данного исследования обусловлена необходимостью восполнения дефицита зна­
ний о реакции ВКМ селезенки и о выраженности фиброза при туберкулезной инфекции. До по­
следнего времени нет четкого представления об активном участии ВКМ селезенки при развитии 
туберкулезного воспаления и о характере ремоделирования ВКМ при введении лекарственных 
препаратов, что диктует необходимость выполнения таких исследований. В сложившейся ситуа­
ции актуальным и своевременным представляется решение задачи, нацеленной на оценку влия­
ния  созданной в Федеральном исследовательском центре фундаментальной и  трансляционной 
медицины (ФИЦ ФТМ)  Российской Федерации противотуберкулезной  изониазид-содержащей 
композиции в липосомальной форме на метаболизм ВКМ селезенки у мышей, инфицированных 
вакциной БЦЖ (Bacillus Calmette–Guérin). На модели экспериментального туберкулеза у мышей 
при изучении печени и легких была показана целесообразность применения липосомальной формы 
декстразида (ЛФДЗ), состоящей из конъюгата изониазида и окисленного декстрана, заключенного 
в липосомы [4]. Эффект зависел от выраженности фиброза в органах в динамике БЦЖ-индуциро-
ванного воспаления, т. е. от периода развития туберкулезного процесса [4, 5]. Несомненный инте­
рес представляет изучение реакции ВКМ селезенки при введении ЛФДЗ инфицированным мы­
шам, особенно в запущенных случаях, когда терапия должна быть направлена не только на воз­
будителя заболевания, но и на развившиеся фибротические осложнения.

Цель настоящего исследования – изучить влияние введенной в период хронического БЦЖ-
индуцированного  воспаления  противотуберкулезной  композиции  липосомальной  формы  дек­
стразида на состояние внеклеточного матрикса селезенки мышей.

Объекты и методы исследования.  Исследования  проводили  на  здоровых  мышах  линии 
BALB/c (самцы в возрасте 2 мес. массой 18‒22 г), которые были приобретены в Государственном 
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научно-исследовательском центре вирусологии и биотехнологии «Вектор»  (Кольцово, Россия). 
Все животные имели свободный доступ к пище и воде. Уход за животными и эксперименты осу­
ществляли в соответствии с требованиями Европейской конвенции о защите позвоночных жи­
вотных, используемых в экспериментальных и других научных целях, а также с Правилами ра­
боты с подопытными животными. Протоколы экспериментов были одобрены Комитетом по био- 
этике ФИЦ ФТМ.

БЦЖ-гранулематоз воспроизводили путем однократного введения в ретроорбитальный синус 
0,5 мг микробных тел (вакцины БЦЖ, НИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи Минздрава России) в 0,2 мл NaCl 
на животное. Мыши случайным образом были разделены на 4 группы (по 5 животных в каждой): 
группа 1 – интактные мыши (контроль); группа 2 ‒ животные, которым через 6 мес. после инфици­
рования в течение 3 мес. 2 раза в неделю вводили внутриперитонеально по 50 мкл NaCl; группа 3 ‒ 
мыши, которым внутриперитонеально вводили раствор ЛФДЗ (конъюгат изониазида и окислен­
ного декстрана (40 кДа), заключенный в липосомы размером 0,20‒0,25 мкм), по 50 мкл на животное; 
группа 4 группы – мыши, которым вводили то же, что и животным группы 3, но ингаляционно. 
ЛФДЗ распыляли в течение 5 мин в затравочной камере из расчета 50 мкл раствора на животное 
с помощью небулайзера Comp Air NE­C28­Ru (Omron, Китай). 

Через 3 мес. от начала введения ЛФДЗ мышей выводили из эксперимента. Выделяли селезенку 
мышей и гомогенизировали ее при 20 500 об/мин с помощью гомогенизатора Ultra Turrax Т 10 Standart 
(IKA, Германия) с добавлением охлажденного физиологического раствора (1:10, w/v). К полученно­
му гомогенату добавляли 0,1%-й раствор тритона Х-100 (1 : 1, v/v), перемешивали, центрифуги­
ровали на центрифуге СМ-50  (Elmi, Латвия) в течение 10 мин при 3 000 об/мин. Супернатант 
хранили при температуре ‒70 °С до момента использования. 

Для выделения протеогликанов (ПГ) селезенки измельченную ткань обрабатывали 10 объема­
ми раствора 4 M гуанидин-хлорида в 50 мM буфере ацетата натрия (рН 5,8) в присутствии ингиби­
торов протеаз (0,01 М ЭДТА, 0,005 М фенилметан сульфонил фторида, 0,1 М 6-аминокапроновой 
кислоты, 0,005 М солянокислого бензамидина) в течение 24 ч при 4 °С согласно [6]. Далее содер­
жимое пробирок пропускали  через  нейлоновую  ткань,  экстракты диализовали против  буфера 
1 М ацетата натрия с 0,01 М ЭДТА, рН 5,8 (4 °С, 3 ч). Осаждали липиды и белки, после повторно­
го диализа добавляя в раствор 10%-го цетилпиридиния хлорида до насыщения, выделяли ПГ 
и гликозаминогликаны (ГАГ). Осадок обрабатывали 5 мМ сульфата натрия c 0,05 % цетилпири­
диния хлорида и тремя объемами этанола в присутствии 4 % ацетата калия. 

Определяли  содержание  сульфатированных ГАГ  (сГАГ),  белка,  уроновых кислот  (УК),  га­
лактозы (ГАЛ) по описанным ранее методам [4].

Содержание фракций гидроксипролина (ГОП), маркера коллагена, оценивали согласно опи­
санию в [7].

Измеряли активность гиалуронидаз, α2-макроглобулина (α2-МГ) [4]. Активность матриксных 
металлопротеиназ (ММП) оценивали с помощью субстрата FS­6 (Sigma­Aldrich Co., Ltd., СШA) 
флуориметрическим методом на спектрофлуориметре RF-5301 РС (Shimadzu, Япония). К 80 мкл 
трис-HCl буфера (рН 7,5), содержащего 0,1 М трис, 0,1 М NaCl, 10 мM CaCl2, 0,05 % тритон Х-100, 
0,1 %  PEG6000,  добавляли  100  мкл  10  мкМ  субстрата  FS-6,  20  мкл  супернатанта  селезенки, 
20 мкл 10 мМ фенилметан сульфонил фторида. Реакционные смеси инкубировали 30 мин при 
37 °С, реакцию останавливали путем добавления в инкубационную смесь охлажденного 50 мкМ 
ЭДТА. В качестве стандарта использовали 1 мкМ 7-амино-4-метил-кумарин (Sigma­Aldrich Co., 
Ltd., CША). 

Содержание гиалуронана (MyBioSource Inc., Германия), тканевых ингибиторов ММП, а именно 
TИМП-1 и TИМП-2 (Thermo Fisher Scientific Inc., США), в супернатанте селезенки измеряли с по­
мощью наборов для ИФА в соответствии с инструкциями производителя. Оптическую плотность 
оценивали с помощью планшетного спектрофотометра Stat Fax­2100 (Awareness Technology Inc., 
США). Активность гиалуронидаз, ММП, α2-МГ и содержание гиалуронана, ТИМП пересчиты­
вали на белок. 

Для статистической обработки полученных результатов использовали пакет прикладных про­
грамм Statistica, версия 10.0 (StatSoft Inc., США). Поскольку в большинстве случаев распределение 
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признаков в выборках не подчинялось закону нормального распределения, использовали непара­
метрический метод: учитывали медиану (Мe), нижний и верхний квартили (Q25; Q75). Для про­
верки статистической гипотезы разности значений для двух независимых переменных использо­
вали U-критерий Манна–Уитни.  Критическим  уровнем  значимости  при  проверке  статистиче­
ской гипотезы считали p < 0,05.

Результаты и их обсуждение. Компоненты ВКМ селезенки при инфицировании Mtb вакци-
ны БЦЖ. У мышей группы 2 содержание УК, сГАГ было снижено, тогда как уровень гиалурона­
на был многократно выше, чем в группе 1 (см. таблицу). При этом статистически значимых раз­
личий в содержании ГАЛ и белка в ПГ с данными группы 1 не отмечено.

Изменение ВКМ селезенки мышей с БЦЖ-гранулематозом при введении ЛФДЗ

Change in the ECM spleen in mice with BCG granulomatosis with the introduction of LEDZ

Показатель  Группа 1 
(контроль)

Группа 2 
(NaCl внутри- 
перитонеально)

Группа 3
(ЛФДЗ внутри- 
перитонеально)

Группа 4 
(ЛФДЗ 

ингаляционно)
p

Гиалуронан, нг/мг белка [5] 4,45
(3,87; 5,34)

178,62a
(167,82; 235,96)

155,17ab
(140,83; 164,03)

33,65abc
(27,93; 53,05)

р1­2 = 0,0005
р1­3 = 0,0005
р1­4 = 0,0005
р2­3 = 0,009

р2­4 = 0,0005
р3­4 = 0,0005

сГАГ, мкг/мг сухой ткани 0,84
(0,77; 0,86)

0,69a
(0,38; 0,75)

0,81
(0,52; 0,85)

0,79
(0,66; 1,04)

р1­2 = 0,021

Белок, мкг/мг сухой ткани 2,11
(2,02; 2,13)

2,00
(1,21; 2,33)

2,22
(1,53; 2,37)

2,11
(1,62; 2,67)

–

Уроновые кислоты, 
мкг/мг сухой ткани

0,13
(0,05; 2,36)

0,01a
(0,01; 0,04)

0,39b
(0,37; 0,40)

0,11bc
(0,08; 0,18)

р1­2 = 0,016
р2­3 = 0,0005
р2­4 = 0,009

р3­4 = 0,0005
Галактоза, мкг/мг сухой ткани 0,01

(0,01; 0,02)
0,03

(0,01; 0,04)
0,28ab

(0,17; 0,50)
0,25ab

(0,16; 0,47)
р1­3 = 0,008
р1­4 = 0,005
р2­3 = 0,009
р2­4 = 0,009

Свободный ГОП, 
мкг/мг сухой ткани

4,35
(3,35; 4,44)

52,65a
(47,55; 68,26)

37,44ab
(28,43; 47,92)

58,62ac
(53,68; 72,12)

р1­2 = 0,0005
р1­3 = 0,0005
р1­4 = 0,0005
р2­3 = 0,020
р3­4 = 0,005

Пептидно-связанный ГОП, 
мкг/мг сухой ткани

21,20 
(17,53; 27,92)

36,69a 
(25,82; 37,49)

39,31a 
(30,71; 54,17)

15,85abc 
(14,39; 16,99)

р1­2 = 0,026
р1­3 = 0,016
р1­4 = 0,028
р2­4 = 0,001
р3­4 = 0,001

Белково-связанный ГОП, 
мкг/мг сухой ткани [5]

7,26
(4,11; 9,22)

76,29a 
(63,59; 87,02)

56,78a 
(53,51; 81,91)

64,01a 
(52,74; 78,29)

р1­2 = 0,0005
р1­3 = 0,0005
р1­4 = 0,0005

Активность гиалуронидаз, 
нМ NAG/мн/мг белка [5] 

0,03
(0,03; 0,04)

1,16a
(0,54; 1,31)

4,02ab
(3,86; 5,32)

0,21abc
(0,14; 0,43)

р1­2 = 0,0008
р1­3 = 0,0005
р1­4 = 0,008

р2­3 = 0,0005
р2­4 = 0,008

р3­4 = 0,0005
Активность α2-макроглобулина, 
ИЕ/мг белка [5]

0,007
(0,005; 0,010)

0,12a
(0,11; 0,26)

0,15a
(0,12; 0,17)

0,04abc
(0,03; 0,05)

р1­2 = 0,002
р1­3 = 0,0005
р1­4 = 0,0005
р2­4 = 0,008

р3­4 = 0,0005
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Показатель  Группа 1 
(контроль)

Группа 2 
(NaCl внутри- 
перитонеально)

Группа 3
(ЛФДЗ внутри- 
перитонеально)

Группа 4 
(ЛФДЗ 

ингаляционно)
p

Активность ММП, 
мкМ МСА/мин⋅мг белка [5]

0,54
(0,37; 0,61)

18,67a
(17,60; 28,90)

25,04a
(18,66; 31,67)

6,08abc
(4,97; 8,19)

р1­2 = 0,0005
р1­3 = 0,0005
р1­4 = 0,0005
р2­4 = 0,0005
р3­4 = 0,001

ТИМП-1, нг/мг белка [5] 0,12
(0,10; 0,16)

2,64a
(1,77; 5,02)

3,97a
(2,90; 5,31)

0,85abc
(0,80; 1,23)

р1­2 = 0,004
р1­3 = 0,0005
р1­4 = 0,0005
р2­4 = 0,009
р3­4 = 0,002

ТИМП-2, нг/мг белка [5] 0,04
(0,04; 0,06)

0,89a
(0,63; 1,61)

1,24a
(1,10; 2,02)

0,34abc
(0,26; 0,46)

р1­2 = 0,002
р1­3 = 0,0005
р1­4 = 0,0005
р2­4 = 0,009
р3­4 = 0,002

П р и м е ч а н и е.  Статистически значимые различия показателей: a – между контролем и группами 2, 3, 4; b – 
между  группой «БЦЖ + NaCl» и  группами 3,  4;  c – при  внутриперитонеальным и ингаляционным способах  вве- 
дения ЛФДЗ. ЛФДЗ – липосомальная форма декстразида,  сГАГ –  сульфатированные  гликозаминогликаны, ГОП – 
гидроксипролин, ММП – матриксные металлопротеиназы, ТИМП – тканевой ингибитор металлопротеиназ.

В группе 2 повышено содержание всех фракций ГОП (свободный ГОП, пептидно-связанный 
ГОП и белково-связанный ГОП) относительно группы 1, что отражает высокий уровень обмена 
коллагенов и образование депозитов коллагена (см. таблицу). 

Отмеченные изменения в содержании компонентов ПГ и фракций ГОП селезенки при инфи­
цировании  могут  быть  результатом  изменений  в  системе  локальной  регуляции  обмена  ВКМ. 
Действительно,  активность  гиалуронидаз и ММП в  группе 2 оказалась  выше, чем в  группе 1 
(см. таблицу). Содержание ТИМП-1, ТИМП-2 и активность неспецифического ингибитора про­
теаз (α2-МГ) в группе 2 также были выше, чем в группе 1.

Таким образом, через 6 мес. после внутривенного введения вакцины БЦЖ в ВКМ селезенки 
мышей отмечены признаки усиления обмена коллагенов и перераспределение ГАГ в сторону не­
сульфатированных ГАГ – гиалуронана. Эти процессы обусловлены выраженной активацией фер­
ментов (гиалуронидаз, α2-МГ и ММП), а также увеличением содержания ТИМП-1 и ТИМП-2. 
Важно отметить, что активность деградирующих ферментов в целом увеличилась в большей сте­
пени, чем содержание ингибирующих ферментов. 

В лимфоидных органах компоненты ВКМ, такие как коллагены и гликопротеины, продуци­
руются мезенхимальными клетками, главным образом фибробластами [8]. ВКМ селезенки пред­
ставляет собой рыхлую соединительную ткань, состоящую из коллагенов (I, II, III, V и XI типа), 
сГАГ, таких как хондроитин сульфат, дерматан сульфат и кератан сульфат, которые в соедине­
нии с коровым белком образуют ПГ, а также некоторых гликопротеинов, таких как тенасцин-с, 
фибронектин и витронектин [9]. Базальные мембраны, выполняющие функцию разделения ком­
партментов, представлены коллагеном IV типа и постоянными его спутниками ‒ гепарансуль­
фатными ПГ (перлекан и нидогены). Взаимодействие между компонентами ВКМ и спленоцита­
ми придает селезенке эластичность и прочность при растяжении [9].

Результаты настоящего  исследования  показали  активное  участие ВКМ в  патогенезе  БЦЖ-
индуцированного гранулематоза. Ремоделирование ВКМ через 6 мес. после инфицирования про­
явилось усилением обмена коллагенов (увеличение содержания всех фракций ГОП), увеличением 
уровня гиалуронана, но снижением содержания УК в ПГ. Выявленные изменения в соотноше­
нии ГАГ можно рассматривать как результат непосредственного взаимодействия Мtb с клетками 
хозяина,  поскольку известно,  что  взаимодействие между патогеном и  клетками хозяина через 
ГАГ является первым и важным шагом в адгезии, колонизации, инвазии, передаче, интернализа­
циии, уклонении от защитных механизмов хозяина [10]. 

Окончание таблицы
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При инфицировании происходит каскад биохимических преобразований ВКМ, приводящих 
к дезорганизации ВКМ и фиброзированию селезенки из-за повышенного содержания профибро­
тических фракций ГОП и гиалуронана. Эти результаты служат подтверждением того, что общий 
состав ВКМ резко меняется при прогрессировании фиброза [11], в данном случае вызванного Мtb. 
При этом нарушаются взаимосвязи и взаимовлияние не только между отдельными компонента­
ми ВКМ [12], но и между компонентами ВКМ и близлежащими клетками, что приводит к фор­
мированию патологического ремоделирования ВКМ с потерей компартментализации селезенки, 
в результате чего изменяются функции иммунных клеток и органа в целом. Примером может 
служить снижение фагоцитозной активности макрофагов селезенки человека и снижение секре­
ции ими интерлейкина-10 при инфицировании живыми и термически убитыми Мtb H37Rv [13]. 
Недавно было продемонстрировано изменение фенотипа макрофагов при туберкулезе [14]. Авторы 
показали, что при инфицировании Мtb активированные макрофаги приобретали фенотип, анало­
гичный фенотипу М1, с повышенной продукцией провоспалительных молекул, активацией гли­
колиза и пентозофосфатного пути для реализации своих биоэнергетических и метаболических 
потребностей. В этих макрофагах окислительное фосфорилирование и окисление жирных кис­
лот было подавлено. При этом макрофаги типа М2 обладали противовоспалительным действием 
и обеспечивали свой энергетический обмен за счет окислительного фосфорилирования и окисле­
ния жирных кислот. Оказалось, что аналогичные метаболические адаптации при Мtb-инфекции 
происходят и в других фагоцитах, включая дендритные клетки и нейтрофилы. Более подробно 
взаимодействие между компонентами ВКМ и иммунными клетками на внедрение микробных 
патогенов представлено в обзоре [15]. 

В настоящее время накоплено достаточно много экспериментальных данных, актуализирую­
щих этиологическую роль гипоксии в развитии фиброза [16], которая реализуется через кислород­
чувствительный комплекс гипоксия‒индуцибельный фактор (HIF-1) [17]. Последний не только 
активирует транскрипцию индуцируемых гипоксией генов, таких как эритропоэтин, васкулоэндо­
телиальный фактор роста, гемокcигеназа-1 и др. [18], но и запускает экспрессию генов, участву­
ющих в фиброгенезе: коллагенов I и IV типа, фибронектина [16]. Показано, что развивающаяся 
у человека при туберкулезе легких гипоксия индуцирует повышенную экспрессию HIF-1α эпите­
лиоидными макрофагами и многоядерными гигантскими клетками, не оказывая влияния на ре­
пликацию Mtb [19]. При этом HIF-1α и нуклеарный фактор kB обеспечивают повышенную актив­
ность ММП-1. Не исключено, что отмеченная активация ММП и увеличение профибротических 
фракций ГОП и свободного ГОП в селезенке мышей группы 2 обусловлены развивающейся гипо- 
ксией тканей. Это предположение подкрепляется данными о разной степени стабилизации (в зави­
симости от выраженности фиброза) HIF-1α и HIF-2α в клетках пациентов с туберкулезом [20].

Приведенные выше изменения в ВКМ селезенки инфицированных мышей (см. таблицу) про­
исходили при активации системы регуляции метаболизма ВКМ (увеличение активности ММП, 
гиалуронидаз и α2-МГ, содержания ТИМП-1 и ТИМП-2), т. е. инфицирование Мtb активирует 
не только ферменты, деградирующие компоненты ВКМ (ММП и гиалуронидазы), но и ингибито­
ры этих ферментов и других протеаз (ТИМП-1, ТИМП-2 и α2-МГ). О повышении уровня α2-МГ 
при туберкулезной инфекции сообщалось ранее [21].

Принято  считать,  что ММП являются  основными ферментами,  ответственными  за  синтез 
и деградацию компонентов ВКМ. Однако из обзора [12] следует, что субстратом для них могут 
быть и белки нематриксного происхождения: хемокины, цитокины, рецепторы. Многообразие 
субстратов существенно расширяет влияние ММП на развитие и исход воспалительных и иммун­
ных процессов, а значит, и на эффективность проводимой терапии. 

Таким образом, через 6 мес. после инфицирования мышей вакциной БЦЖ в селезенке мышей 
наблюдали изменения в ВКМ, которые выражались в ускорении обмена коллагенов с фиброзиро­
ванием органа, а также в изменении структуры ПГ, увеличении уровня гиалуронана. Эти изме­
нения связаны с активацией деградирующих ферментов (ММП, гиалуронидазы) и увеличением 
содержания и активности ингибирующих ферментов (ТИМП-1, ТИМП-2 и α2-МГ). 

Компоненты ВКМ селезенки при введении ЛФДЗ мышам с БЦЖ-гранулематозом. При па­
тологических состояниях терапевтического эффекта можно добиться, воздействуя на конкретные 
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компоненты ВКМ, которые участвуют в патогенезе заболевания [22]. Поскольку ранее было по­
казано, что через 3 мес. после инфицирования изменения ВКМ печени и легких мышей зависели 
от способа введения ЛФДЗ [4], осуществляли внутриперитонеальное и ингаляционное введение 
композиции.

 В группе 3 содержание УК и ГАЛ было выше в 39 в 9 раз соответственно, а в группе 4 ‒ 
в 11 и 8 раз выше, чем в группе 2 (см. таблицу). Содержание сГАГ и белка в группах 3 и 4 не отли­
чалось от аналогичных показателей в группе 2. Содержание гиалуронана (см. таблицу) в обеих 
группах было снижено по сравнению с данными группы 2, но большее (5-кратное) снижение на­
блюдалось в группе 4. 

В  группе 3  содержание свободного ГОП по сравнению с данными группы 2 уменьшилось 
в 1,4 раза (см. таблицу), но содержание пептидно-связанного и белково-связанного ГОП сохраня­
лось на уровне показателей группы 2, что свидетельствует о снижении интенсивности деграда­
ции коллагенов при условии сохранности уровня синтетических процессов, как у инфицирован­
ных мышей.

В группе 4 содержание свободного и белково-связанного ГОП не отличалось от соответству­
ющих  данных  группы  2  (см.  таблицу),  тогда  как  содержание  пептидно-связанного  ГОП  было 
снижено в 2,3 раза. Такое соотношение фракций ГОП свидетельствует о сохраняющейся высо­
кой интенсивности деградации коллагенов (как при инфицировании) и о частичном ограниче­
нии их синтеза при ингаляционном введении ЛФДЗ. 

В группе 3 введение ЛФДЗ не повлияло на активность ММП, α2-МГ, содержание ТИМП-1 
и ТИМП-2: эти показатели оставались на уровне значений в группе 2 (табл. 1). В группе 4 актив­
ность ММП и α2-МГ по сравнению с данными группы 2 оказалась сниженной в 3 раза, содержа­
ние ТИМП-1 ‒ в 3,1, ТИМП-2 ‒ в 2,6 раза  (см. таблицу). В группе 3 активность гиалуронидаз 
была существенно увеличена, тогда как в группе 4 она была ниже, чем в группе 2.

Разница между показателями групп 3 и 4 выявлена только в содержании гиалуронана и УК: 
они были ниже после ингаляционного введения ЛФДЗ, чем после внутриперитонеального. Кроме 
того, определено высокое содержание свободного ГОП и низкое содержание пептидно-связанного 
ГОП в группе 4 по сравнению с данными группы 3 (см. таблицу), что свидетельствует о преобла­
дании деградации коллагенов и меньшем их синтезе при ингаляционном введении, чем при внут-
риперитонеальном. В группе 3 активность гиалуронидаз была существенно выше, чем в группе 4.

Таким образом, введение ЛФДЗ инфицированным мышам привело к существенным измене­
ниям в метаболизме ВКМ селезенки, характер которых зависел от способа введения компози­
ции. Внутриперитонеальное введение ЛФДЗ приводило к снижению интенсивности деградации 
коллагенов и не влияло на их продукцию, оставаясь на уровне показателей группы БЦЖ. Значи­
мые изменения в структуре ПГ проявились в повышении уровней УК и ГАЛ при отсутствии раз­
личий в содержании сГАГ и белка. Отмечено снижение уровня гиалуронана при обоих способах 
введения, однако при ингаляционном введении ЛФДЗ его снижение было более значимым. Как 
при внутриперитонеальном, так и при ингаляционном введении ЛФДЗ увеличивалось содержа­
ние УК и ГАЛ при отсутствии различий в содержании сГАГ и белка. 

Внутриперитонеальное введение ЛФДЗ не вызывало значимых изменений в активности ММП, 
α2-МГ и в содержании ингибиторов ММП – ТИМП-1, ТИМП-2 у инфицированных мышей. Исклю­
чение составила активность гиалуронидаз, которая при внутриперитонеальном введении ЛФДЗ 
увеличилась, но при ингаляционном введении оказалась ниже, чем в группе БЦЖ. Ингаляцион­
ное введение ЛФДЗ приводило к снижению активности ММП и содержания ингибиторов протеаз, 
но тем не менее эти показатели оставались выше, чем в группе контроля.

Введение ЛФДЗ через 6 мес. после инфицирования мышей Мtb в течение 3 мес. привело к изме­
нению ВКМ, ремоделированного патогеном (вариант патологического ремоделирования). При этом 
характер изменений  зависел от  способа доставки композиции  (см.  таблицу). Ранее было пока- 
зано, что включение противотуберкулезного средства рифампицина и изониазида в липосомы 
(для придания им корпускулярных свойств) наряду с липофильностью увеличивает тропность 
средства  к  лимфоидной  ткани  [23].  Лимфотропность  регламентировалась  способом  введения. 
При ингаляционном введении липосомальной формы наиболее полно реализовались основные 
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положительные свойства липосом (депонирование, пролонгация, протекция к инактивирующим 
агентам). Ультразвуковая ингаляционная терапия с использованием лекарственной формы ком­
плекса химиопрепаратов, заключенных в фосфатидилхолиновые липосомы, продемонстрирова­
ла высокую эффективность в лечении экспериментального туберкулеза легких у мышей [23].

Терапевтический эффект от использования ЛФДЗ, как мы предполагали, будет определяться 
действием его компонентов. Основу композиции составляет изониазид ‒ традиционно исполь- 
зуемое противотуберкулезное средство первого ряда, которое характеризуется малой бактерио­
статической активностью в отношении внутриклеточно персистирующих форм Мtb и проявляет 
высокий профиброгенный эффект [24]. Антибактериальное действие конъюгата изониазида с окис­
ленным декстраном  (60 кДа) усиливалось как в отношении Мtb, циркулирующих в крови, так 
и в отношении Мtb,  персистирующих в макрофагах  гранулем,  отличающихся пролонгирован- 
ностью действия (до 7 сут) и низкой общей токсичностью [24]. Заключение декстразида в липо­
сомы (0,20‒0,25 мкм) обеспечивает снижение гепатотоксичности, но при этом увеличивает время 
действия из-за корпускулярности ЛФДЗ на микобактерии в фагосомах и фаголизосомах макро­
фагов. Также было показано, что использование липосомальных форм лекарственных препара­
тов обеспечивает более длительное удержание средства в целевом месте [25]. 

Следует отметить,  что препараты на основе липосом широко используются в диагностике 
и лечении различных патологических состояний [26]. Особенностью настоящей работы являет­
ся использование противотуберкулезной композиции декстразида в липосомальной форме в пе­
риоде хронического БЦЖ-индуцированного воспаления у мышей, которое характеризуется на­
личием выраженных фибротических осложнений.

Ранее нами было показано, что ингаляционное введение ЛФДЗ на более раннем сроке после 
инфицирования мышей Мtb в составе вакцины БЦЖ (через 3 мес. после инфицирования) в тече­
ние 2 мес. приводило к снижению фибротических проявлений в печени и легких [4]. При этом 
антифибротический эффект реализовался в органах разными механизмами и в разной степени. 
В легких это достигалось за счет увеличения антифибротической фракции ГОП и снижения про­
фибротических фракций ГОП, что свидетельствует об усилении деградации коллагенов и сниже­
нии их синтеза относительно инфицированных мышей. В печени изменения были менее значимы 
и выражались в снижении как антифибротической фракции ГОП, так и его профибротических 
фракций. Внутриперитонеальное введение ЛФДЗ не вызвало значимых различий в содержании 
фракций ГОП в обоих органах.

Выбранный период (3 мес. после инфицирования) был условно обозначен нами как период ста­
билизации, так как содержание ГОП было снижено по сравнению с таковым в 1 и 6 мес., а фибро­
пластическая активность фибробластов в интерстиции легких ‒ по сравнению с их активностью 
в 6 мес. [27]. В настоящем исследовании ЛФДЗ вводили через 6 мес. после инфицирования в те­
чение 3 мес. ‒ в период хронического БЦЖ-гранулематоза, когда максимально высокими оказа­
лись содержание ГОП, фибропластическая активность фибробластов и их численность в грану­
лемах и интерстициальной ткани легких. Видимо, такая же динамика содержания ГОП и фибро­
пластической активности фибробластов была и в селезенке.

В представленной работе при ингаляционном способе введения ЛФДЗ через 6 мес. после инфи­
цирования мышей был снижен показатель синтеза коллагенов при высоком уровне показателя де­
градации белка (соответствующее уровню группы БЦЖ) при снижении активности ММП и гиа­
луронидаз относительно аналогичных показателей у мышей с БЦЖ-воспалением (см. таблицу). 
Поскольку ингибирование ММП рассматривается как реальная цель в качестве дополнительной 
терапии для ограничения иммунопатологии при туберкулезе [28], следует с огромной осторож­
ностью говорить о возможности достижения этой цели, так как приведенные показатели после 
3 мес. введения ЛФДЗ не достигли значений группы контроля. Сниженными, но не достигшими 
значений группы контроля оказались и другие показатели (ТИМП-1, ТИМП-2 и α2-МГ), что сви­
детельствует лишь о подавлении активности воспалительно-деструктивных процессов.

Вопрос об ингибировании ММП как цели химиотерапии туберкулеза можно отнести к дис­
куссионному. Здесь не учитывается, что субстратами для ММП являются не только компоненты 
ВКМ, но, как отмечалось выше [12], и хемокины, цитокины, факторы роста, рецепторы и другие 
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молекулы,  которые  определяют  развитие  и  исход  не  только  воспалительных  и  иммунных, 
но и многих других процессов. Многосторонняя связь ММП с другими биологически активны­
ми соединениями, участвующими в регуляции обмена ВКМ, в некоторой степени объясняет не­
удачи с использованием ингибиторов ММП в качестве потенциальных инструментов в терапии 
ряда заболеваний [29].

Содержание и активность ММП могут регулироваться ТИМП, в  связи с чем соотношение 
ММП/ТИМП часто используют для определения степени деградации компонентов ВКМ и ремоде­
лирования тканей [30]. В нашем исследовании это соотношение было минимальным (3,4) в группе 
контроля и повышенным в опытных группах (в группе 2 – 5,3, в группе 3 – 4,8, группе 4 – 5,1).

Таким образом, введение ЛФДЗ мышам в течение 3 мес. через 6 мес. после их инфицирования 
Mtb вакцины БЦЖ приводило к изменению метаболизма ВКМ селезенки. Внутриперитонеаль­
ное введение ЛФДЗ вызывало снижение интенсивности деградации коллагенов, но не оказывало 
влияния на их продукцию, которая оставалась на уровне группы БЦЖ. Ингаляционное введение 
ЛФДЗ поддерживало на высоком уровне интенсивность деградации коллагенов, соответствую­
щую уровню группы БЦЖ, но снижало содержание профибротической фракции ГОП и актив­
ность всех ферментов. Независимо от способа введения ЛФДЗ в селезенке мышей снижалось со­
держание гиалуронана (особенно при ингаляционном введении), увеличивалось содержание УК 
и ГАЛ в ПГ, при этом уровни сГАГ и белка оставались на уровне группы БЦЖ.

Введение ЛФДЗ инфицированным мышам привело к существенным изменениям в метабо­
лизме ВКМ селезенки, характер которых был связан со способом введения композиции. 

Заключение. На модели БЦЖ-индуцированного туберкулезного воспаления у мышей проде­
монстрированы изменения метаболизма ВКМ селезенки. Через 6 мес. после инфицирования (период 
хронического БЦЖ-индуцированного воспаления) в селезенке отмечено увеличение содержания 
ГАЛ, гиалуронана, но снижение уровней УК, сГАГ в ПГ, а также усиление обмена коллагенов 
с развитием фиброза, активация деградирующих ферментов (ММП и гиалуронидазы), увеличе­
ние содержания специфических тканевых ингибиторов ММП (ТИМП-1 и ТИМП-2) и активно­
сти неспецифического ингибитора протеаз (α2-МГ). 

Инфицированным мышам в течение 3 мес. двумя способами вводили противотуберкулезную 
композицию – ЛФДЗ. После внутриперитонеального введения ЛФДЗ снижалось содержание сво­
бодного ГОП, при этом активность ММП и ингибиторы протеаз оставались на уровне показате­
лей в группе инфицированных мышей. После ингаляционного введения ЛФДЗ наблюдали сниже­
ние содержания пептидно-связанного ГОП, активности ферментов, регулирующих обмен ВКМ 
(снижение активности ММП, гиалуронидаз и α2-МГ, содержания ТИМП-1 и ТИМП-2). Незави­
симо от способа введения ЛФДЗ увеличивалось содержание УК и ГАЛ в ПГ, но снижался уровень 
гиалуронана, особенно при ингаляционном введении, что свидетельствовало о снижении выра­
женности фиброза селезенки.

Сравнение эффектов двух способов введения ЛФДЗ продемонстрировало значимое влияние 
композиции при ингаляционном способе, которое проявилось в большем снижении содержания 
гиалуронана, УК, усилении деградации коллагенов при снижении их синтеза, ингибировании 
активности ММП, гиалуронидаз, α2-МГ и снижении уровня ТИМП. Эти различия свидетель­
ствуют об уменьшении выраженности фиброза, активности воспалительно-деструктивных про­
цессов и гиалуронан-связанных реакций ВКМ при ингаляционном введении ЛФДЗ по сравне­
нию с внутриперитонеальным. 
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