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ГИПЕРЭКСПРЕССИЯ miR-222-3p 

В КУЛЬТУРЕ ИНФИЦИРОВАННЫХ 

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 

МАКРОФАГОВ НЕ ОКАЗЫВАЕТ ВЛИЯНИЯ 

НА ИХ БАКТЕРИОСТАТИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ

Г.С. Шепелькова, В.В. Евстифеев, В.В. Еремеев

ФГБНУ Центральный научно-исследовательский институт туберкулеза, Москва, Россия

Резюме. Туберкулез, вызываемый Mycobacterium tuberculosis, является тяжелым бременем для общественного 

здравоохранения. Врожденный и адаптивный иммунитет в организме человека выступают в качестве на-

дежной защиты от патогенов. Однако в процессе коэволюции с человеком этот микроб приобрел множество 

механизмов, позволяющих обходить иммунный ответ и обеспечивающих его внутриклеточное существова-

ние и длительное выживание в организме хозяина. Более того, появившиеся данные свидетельствуют о том, 

что эта скрытная бактерия может изменять экспрессию регуляторных некодирующих РНК (в том числе ми-

кроРНК), что впоследствии приводит к дисрегуляции биологических процессов, что может быть причиной 

патогенеза туберкулеза. Так, например, было показано, что miR-222-3p регулирует функциональное пере-

программирование макрофагов и участвует в регуляции врожденного иммунитета хозяина. Ранее нами была 

продемонстрирована важная роль miR-222-3p в качестве биологического маркера активности туберкулезного 

процесса. Многие исследовательские группы работают над установлением функциональных связей между 

экспрессией микроРНК в различных условиях и их реальным биологическим действием, методами молеку-

лярной биологии и биоинформатики, чтобы подтвердить их биологические мишени и понять их роль в пато-

генезе туберкулеза. В настоящем исследовании путем использования культуры in vitro человеческих макро-

фагов моноцитарного происхождения, активированных антигенами микобактерий туберкулеза, нам удалось 

продемонстрировать влияние гиперэкспрессии miR-222-3p на некоторые функции этих клеток. В частности, 

мы установили, что гиперэкспрессия miR-222-3p приводит к достоверному снижению экспрессии IL-6, IFNγ 

и увеличению экспрессии IL-1β и cxcl10 в культуре неинфицированных макрофагов. Культуры инфициро-

ванных Мф с гиперэкспрессией miR-222-3p, также, как и инфицированные Мф без трансфекции, характе-

ризовались повышенным уровнем экспрессии NF-IL6. Еще одним важным фактом стало наблюдение о том, 

что гиперэкспрессия miR-222-3p приводит к небольшому, но тем не менее достоверному увеличению про-

дукции активных форм азота инфицированными Мф, однако не влияет на их бактериостатическую актив-

ность в отношении M. tuberculosis. Выяснение функций различных микроРНК в регуляции разнообразных 

патогенных сигнальных путей при ТБ может привести к обнаружению новых терапевтических мишеней. 
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Детальное изучение микроРНК, регулирующих иммуноассоциированные пути, полезно для разработки мо-

лекул миРНК-миметиков — ингибиторов или активаторов. Иммунные эффекты, индуцированные препара-

тами микроРНК, в настоящее время являются основной проблемой микроРНК-терапии.

Ключевые слова: туберкулез, макрофаги, микроРНК, бактериостатическая активность, гиперэкспрессия, воспаление.

OVEREXPRESSING miR-222-3p IN CULTURED MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS-INFECTED 

MACROPHAGES DOES NOT AFFECT THEIR BACTERIOSTATIC ACTIVITY

Shepelkova G.S., Evstifeev V.V., Yeremeev V.V.

Central Tuberculosis Research Institute (CTRI), Moscow, Russian Federation

Abstract. Tuberculosis, a disease caused by the bacterium Mycobacterium tuberculosis, is a major public health concern. 

Innate and adaptive immunity provide robust defense against pathogens. However, M. tuberculosis, which co-evolved with 

humans, has acquired many mechanisms to evade the immune response and ensure its intracellular existence and long-

term survival within the host. Moreover, emerging evidence suggests that this secretive bacterium can alter expression 

of regulatory noncoding RNAs (including microRNAs), leading to dysregulation of biological processes underlying 

tuberculosis pathogenesis. For example, miR-222-3p has been shown to regulate the functional reprogramming 

of macrophages and is involved in the regulation of host innate immunity. Previously, we demonstrated the important 

role of miR-222-3p as a biological marker of tuberculosis activity. To confirm their biological targets and understand their 

role in the pathogenesis of tuberculosis, many research groups are working to establish functional relationships between 

miRNA expression under different conditions and their actual biological action using molecular biology and bioinformatics 

methods. In the present study, we demonstrated the effect of miR-222-3p overexpression on several functions of human 

macrophages of monocytic origin activated with M. tuberculosis antigens in in vitro culture. Specifically, we found that 

miR-222-3p overexpression significantly decreased IL-6 and IFNγ expression and increased IL-1β and cxcl10 expression 

in cultures of uninfected macrophages. Infected macrophages overexpressing miR-222-3p were characterized by 

increased NF-κB and IL-6 expression, as were infected macrophages without transfection. Another important finding 

was that miR-222-3p overexpression caused a small but significant increase in reactive nitrogen species production by 

infected macrophages, but did not affect their bacteriostatic activity against M. tuberculosis. Elucidating the functions 

of different microRNAs in regulating different pathogenic pathways in TB may lead to discovering new therapeutic targets. 

The detailed study of microRNAs that regulate immune-associated pathways will be useful for the design of miRNA 

mimetic molecules, either as inhibitors or as activators. Immune effects induced by miRNA drugs are currently a major 

challenge for miRNA therapeutics.

Key words: tuberculosis, macrophages, miRNA, bacteriostatic activity, overexpression, inflammation.

Введение

Актуальность выявления новых легкодо-

ступных биомаркеров для диагностики ту-

беркулеза (ТБ), а также маркеров, способных 

указать на обострение воспаления, изменение 

активности инфекционного процесса при ТБ 

не вызывает сомнения. Ведущая роль в иммун-

ном ответе, развивающемся при ТБ инфекции, 

принадлежит профессиональным фагоцитам, 

а именно, макрофагам. Макрофаги являют-

ся первой линией защиты на пути микобакте-

рий. Данные клетки вовлечены в развитие как 

врожденного, так и адаптивного иммунного 

ответов. Макрофаги способны нейтрализовать 

и устранять бактерии путем индукции апопто-

за, воспалительных реакций и фагоцитарной 

активности [12]. За тысячелетия сосуществова-

ния с человеком микобактерии, как организм 

с внутриклеточным типом паразитирования, 

выработали широкий спектр защитных меха-

низмов, препятствующих их элиминации. Так, 

микобактерии способны 1) препятствовать фа-

гоцитозу, а также образованию фаголизосом 

в макрофагах; 2) нейтрализовать кислую сре-

ду [3]; 3) блокировать формирование мембраны 

апоптотических везикул [4]; 4) ингибировать 

восстановление плазматической мембраны, что 

может приводить к распространению инфек-

ции через некроз макрофагов [2]; 5) подавлять 

активацию иммунных клеток, препятствовать 

презентации антигена; 6) модулировать экс-

прессию генов связанных с патогенезом забо-

левания и влиять на экспрессию микроРНК 

(miRs) через ключевые точки их регуляции.

miRs — это короткие, биологически консер-

вативные некодирующие РНК, участвующие 

в регуляции ряда клеточных (пролиферация, 

дифференцировка и апоптоз) и физиологичес-

ких процессов, таких как воспалительный ответ, 

эмбриогенез и онкогенез [8]. Регуляторная роль 

молекул miRs показана как при аутоиммунных, 

так и при инфекционных заболеваниях. Они 

служат своего рода факторами, запускающими 

либо тормозящими развитие реакций врожден-

ного и адаптивного ответов и, таким образом, 
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могут играть решающую роль в развитии бакте-

риальных инфекционных заболеваний [6]. miRs 

потенциально могут быть использованы в каче-

стве диагностических и прогностических био-

маркеров заболевания и ответа на терапию. Ряд 

исследований посвящен поиску miRs маркеров 

в легкодоступных биообразцах, таких как цель-

ная кровь. В нашем предыдущем исследовании 

мы описываем паттерн экспрессии из 6 зрелых 

сывороточных miRs (miR-155-5p, miR-191-5p, 

miR-223-5p, miR-222-3p, miR-26a-5p и miR-320-

5p) у пациентов с различными вариантами ТБ 

легких. По уровню и направлению экспрессии 

данных miR можно охарактеризовать различ-

ные варианты течения ТБ (с разной интенсив-

ностью воспалительных иммунологических 

процессов) [10, 11]. Чувствительность и спец-

ифичность вышеупомянутых miRs в качестве 

использования их как биомаркеров активности 

ТБ 88–100%.

Ранее было показано, что miR-222-3p регули-

рует функциональное перепрограммирование 

макрофагов и участвует в регуляции врожден-

ного иммунитета хозяина. Кроме того, проде-

монстрировано снижение экспрессии этой miR 

под действием внутриклеточной паразитарной 

инфекции Echinococcus multilocularis, участие 

данной miR в регуляции иммунной функции 

макрофагов [13]. Однако механизм действия 

miR-222 при ТБ остается неизвестен. В нашей 

работе мы исследуем влияние гиперэкспрессии 

miR-222 на функцию макрофагов при экспери-

ментальной ТБ инфекции.

Материалы и методы

Выделение моноцитов крови и культивирова-

ние макрофагов. В работе использовали цельную 

кровь здоровых доноров. Донорами до момента 

забора крови была подписана форма доброволь-

ного информированного согласия. Исследование 

было одобрено ЛЭК ФГБНУ «ЦНИИТ» ( прото-

кол № 13 от 28.12.2021). Мононуклеары выделяли 

из крови здоровых доноров с использованием гра-

диента фиколла с плотностью 1,077 г/л (ПанЭко, 

Россия). После чего клетки отмывали и инкуби-

ровали 3 часа в чашках Петри при 37°С и 5% СО2 

в среде DMEM (ПанЭко, Россия). Из прилипших 

к пластику моноцитов «воспитывали» макрофа-

ги по методу, описанному S. Saeed и коллегами [9] 

в присутствии 10% активной человеческой сыво-

ротки. В экспериментах использовали сыворот-

ку, полученную от тех же доноров, что и кровь 

для выделения моноцитов, либо донорскую сы-

воротку от доноров с идентичной группой крови 

АВ0 и резус-фактором. Обогащение культуры 

моноцитов макрофагами оценивали по экспрес-

сии макрофагального поверхностного маркера 

CD163.

Антигены. В работе использовали вирулент-

ный штамм M. tuberculosis H37RV Pasteur из кол-

лекции ФГБНУ «ЦНИИТ». Наработку мико-

бактерий для экспериментов in vitro произво-

дили по ранее описанной методике [7]. В ряде 

экспериментов in vitro в качестве антигена ис-

пользовали ультрозвуковой дезентиграт куль-

туры микобактерий (микобактериальный со-

никат) 10 мкг/мл. Соникат микобактерий был 

любезно предоставлен В.Г. Авдиенко.

Трансфекция. Для стимуляции гиперэкс-

прессии miR-222 использовали синтетический 

аналог данной miR:

hsa-miR-222: (rC)(U)(rC)-(rA)(rG)(U)-(rA)

(rG)(rC)-(rC)(rA)(rG)-(U)(rG)(U)-(rA)(rG)(rA)-

(U)(rC)(rC)-(U).

Трансфекцию малой интерферирующей 

РНК осуществляли с использованием набора 

HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen, Германия) 

согласно рекомендации фирмы изготовителя. 

Через 72 часа трансфицирования макрофаги 

отмывали и культивировали с контрольной 

средой в течение 24 часов. Полученные таким 

образом культуры клеток использовали в экс-

периментах in vitro. В качестве отрицательного 

контроля макрофаги трансфицировали смесью 

без РНК и смесью, содержащей Negative Control 

siRNA (Qiagen, Германия) (NC).

Выделение РНК и синтез кДНК. Для выделе-

ния суммарной РНК из культуры макрофагов 

использовали TRIzol® Reagent (ThermoFisher 

Scientific (Ambion), США). Полученные об-

разцы РНК использовали в качестве матрицы 

для синтеза кДНК. кДНК получали при помо-

щи набора реактивов MMLV RT kit (Евроген, 

Россия). кДНК miRs получали при помощи 

TaqMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit 

(ThermoFisher Scientific, США) в соответствии 

с методикой, описанной ранее [10].

ПЦР в реальном времени. qRT-PCR с кДНК 

проводили с использованием системы CFX96 

Real-Time System (Bio-Rad, США), специфи-

ческих праймеров, зондов TaqMan и реаген-

тов ThermoFisher Scientific (Applied Biosystems, 

США) для определения уровней мРНК генов, 

связанных с воспалением. GAPDH использо-

вался в качестве гена домашнего хозяйства.

Для определения уровней экспрессии miR 

использовали TaqMan™ Advanced miRNA Assay 

(ThermoFisher Scientific, США). Ген miR-186 был 

выбран в качестве гена с постоянным уровнем 

экспрессии в соответствии с рекомендациями 

TaqMan® Advanced miRNA Assays User Guide 

(ThermoFisher Scientific, США).

Определение бактериостатической функции 

макрофагов. Бактериостатическую функцию 

макрофагов оценивали методом регистрации 

включения [3H]-урацила микобактериями при 

совместном культивировании с макрофагами 
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по ранее описанной методике [1]. Подавление ро-

ста микобактерий в культурах Мф представляли 

в процентах от включения [3H]-урацила мико-

бактериями в культурах без Мф. Продукцию 

активных форм азота макрофагами при их со-

вместном культивировании с микобактериями 

определяли по концентрации нитрит-аниона 

с использованием реактива Грисса [1].

Статистическая обработка результатов. 

Для статистической обработки получен-

ных данных использовали t-тест с поправкой 

на множества Бонферони при сравнении более 

двух групп. Отличия считали достоверными 

при p < 0,05.

Результаты и обсуждение

Для получения макрофагальной культуры 

с гиперэкспрессией miR-222, Мф, «воспитан-

ные» из моноцитов крови, подвергали транс-

фекции синтетическим аналогом hsa-miR-222. 

Через 72 часа клетки отмывали от среды транс-

фицирования и культивировали 24 часа в при-

сутствии либо в отсутствии сониката микобак-

терий. Из рис. 1А видно, что наличие микобак-

териальных антигенов в культуре неинфици-

рованных Мф вело к достоверному снижению 

экспрессии miR-222. Обработка «наивных» 

макрофагов синтетическим аналогом miR-

222 приводила к достоверному усилению экс-

прессии данной miR. В то время как наличие 

микобактериальных антигенов в культуре 

отменяло эффект гиперэкспрессии miR-222. 

Отрицательным контролем в экспериментах 

in vitro являлись культуры макрофагов челове-

ка, обработанные трансфицирующим агентом 

без РНК и смесью трансфицирующего агента 

с NC. Достоверных отличий между культурами 

«наивных» Мф (без трансфекции) и культура-

ми отрицательного контроля в экспериментах 

in vitro получено не было.

Усиление экспрессии miR-222 приводило 

к подавлению экспрессии miR-26a в неинфи-

цированных Мф, но не влияло на экспрессию 

последней при наличии в культуре антигенов 

микобактерий (рис. 1Б). Воздействие сониката 

микобактерий на культуру Мф приводило к до-

стоверному понижению экспрессии miR-191, 

Рисунок 1. Влияние усиления экспрессии has-miR-222 на экспрессию miRs макрофагами 

при экспериментальной ТБ инфекции

Figure 1. Effect of increased has-miR-222 expression on macrophage miR expression during experimental 
TB infection
Примечание. Стимуляцию гиперэкспрессии miR-222 в культуре Мф человека проводили с помощью синтетического 
аналога данной miR (см. Материалы и методы) (время транссфекции 72 часа). Трансфицированые и «наивные» Мф 
культивировали в присутствии/в отсутствии микобактериальных антигенов. Через 24 часа в культурах Мф определяли 
уровень экспрессии miR-222 (A); miR-26a, miR-191, miR-223 (Б) и miR-320 (В). Представлены средние значения ±SEM 
(n — 3 повтора на группу); * — р < 0,05; ** — р < 0,01
Note. The hyperexpression of miR-222 in human MF culture was stimulated using a synthetic analog of this miR (see Materials 
and Methods) (transfection time 72 h). Transfected and naive MFs were cultured in the presence or absence of mycobacterial 
antigens. After 24 hours, the expression levels of miR-222 (A); miR-26a, miR-191, miR-223 (B) and miR-320 (C) were determined 
in MF cultures. Means ±SEM are shown (n — 3 replicates per group); * — p < 0.05; ** — p < 0.01.

А (A)

Б (B) В (C)
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miR-223 и miR-320 (рис. 1Б, В). Гиперэкспрессия 

miR-222 отменяла данное действие микобакте-

риальных антигенов для miR-191 и miR-223; и не 

влияла на экспрессию данных miR в культуре 

«наивных» Мф (рис. 1Б). В случае miR-320 уве-

личенное количество miR-222 в культуре при-

водило к сильному достоверному снижению 

экспрессии данной miR неинфицированными 

Мф и увеличивало экспрессию miR-320 в при-

сутствии в культуре антигенов микобактерий 

(рис. 1В).

В этих же культурах оценивали экспрессию 

факторов воспаления (цитокинов и хемоки-

нов). Было продемонстрировано, что гиперэк-

спресссия miR-222 приводит к достоверному 

снижению экспрессии IL-6, IFNγ и увели-

чению экспрессии IL-1β и cxcl10 в культу-

ре неинфицированных Мф (рис. 2А, В, Д, Е). 

Причем при усиленной экспрессии miR-222, 

как и в культурах клеток без трансфекции, экс-

прессия IL-6 и IL-1β достоверно выше в культу-

ре, содержащей соникат (рис. 2А, Д); в то время 

как уровень экспрессии IFNγ не менялся и был 

одинаков в инфицированных культурах Мф по-

сле трансфекции и без трансфекции (рис. 2В). 

Экспрессия cxcl10 достоверно увеличивалась 

у трансфицированных Мф в присутствии сони-

ката (рис. 2Е). Культуры инфицированных Мф 

с гиперэкспрессией miR-222, также, как и ин-

фицированные Мф без трансфекции, харак-

теризовались повышенным уровнем экспрес-

сии NF-IL6. Причем, экспрессия данного гена 

у Мф после трансфекции была достоверно ниже 

(рис. 2Б). Гиперэкспрессия miR-222 не влияла 

Рисунок 2. Усиление экспрессии miR-222 влияет на изменение профиля воспалительных реакций 

в Мф человека при экспериментальном ТБ

Figure 2. Increased miR-222 expression influences altered inflammatory response profile in human Mf 
in experimental TB
Примечание. Трансфицированые и «наивные» Мф культивировали в присутствии/в отсутствии микобактериальных 
антигенов. Через 24 часа в культурах Мф определяли уровень экспрессии генов цитокинов/хемокинов.  — «наивные» Мф; 

 — Мф и M. tuberculosis;  — трансфицированные miR-222 Мф;  — трансфицированные miR-222 Мф и M. tuberculosis. 
Представлены средние значения ±SEM (n — 3 повтора на группу); * — р < 0,05; *** — р < 0,001
Note. Transfected and naive MFs were cultured in the presence or absence of mycobacterial antigens. After 24 hours, 
the expression levels of cytokines/chemokines were determined in MF cultures.  — naive MF;  — MF and M. tuberculosis; 

 — miR-222 transfected MF;  — miR-222 transfected MF and M. tuberculosis. Means ±SEM are shown (n — 3 replicates per 
group); * — p < 0.05; *** — р < 0,001.

А (A) Б (B) В (C)

Г (D) Д (E) Е (F)
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на экспрессию TNF в Мф как в присутствии, 

так и в отсутствии антигенов микобактерий 

(рис. 2Г).

Мишенью miR-222 является липидная фос-

фотаза PTEN [14], которая обладает ингибиру-

ющим действием в отношении PI3K/AKT/NF-

κB путей и, следовательно, способна регулиро-

вать активность транскрипционного фактора 

NF-κB. NF-κB в свою очередь имеет решающее 

значение для индукции и выработки ряда вос-

палительных факторов и цитокинов (таких как 

IL-1β, IL-6, TNF). Таким образом, гиперпро-

дукция miR-222 будет приводить к ингибиро-

ванию NF-κB и как следствие снижению экс-

прессии провоспалительных цитокинов, что 

согласуется с полученными нами результатами.

Одна из основных функций Мф при ТБ 

инфекции — элиминация микобактерий, по-

этому на следующем этапе исследования было 

оценено влияние гиперэкспрессии miR-222 

на бактериостатическую активность макрофа-

гов. Для чего трансфицированные и «наивные» 

Мф культивировали совместно с вирулентным 

штаммом M. tuberculosis при соотношении ми-

кобактерия : Мф в культуре 5 : 1. Через 72 часа 

в данных культурах оценивали ограничение 

роста микобактерий по включению последни-

ми 3H-урацила, а также генерацию активных 

форм азота (NO●) по продукции нитрит-аниона 

(рис. 3).

Было показано, что гиперэкспрессия miR-

222 приводит к небольшому достоверному 

увеличению продукции активных форм азо-

та инфицированными Мф, но не влияет на их 

бактериостатическую активность (рис. 3). 

Для miR-222 показано сильное понижение экс-

прессии при поляризации Мф в сторону М1 [5], 

что характерно на начальных этапах ТБ инфек-

ции. Гиперэкспрессия данной miR, напротив, 

препятствует дифференцировке Мф и как след-

ствие может влиять на активацию бактериоста-

тической функции фагоцитов.

Заключение

В результате проведенных исследований нам 

удалось показать, что гиперэкспрессия miR-222 

в культуре инфицированных Mtb макрофагов 

человека не ведет к существенному изменению 

продукции IFNγ, а также их бактериостатичес-

кой активности. При этом, miR-222 оказывает 

стимулирующее воздействие на продукцию 

оксида азота, IL-1β и cxcl10 и понижает экс-

прессию IL-6 и IFNγ. Наши результаты согла-

суются с данными, полученными Chen Zonghai 

и соавт. [14], которые показали, что добавление 

ESAT6 в культуру клеток макрофагальной ли-

нии клеток ведет к снижению экспрессии miR-

222-3p, и как следствие, подавляет выработку 

провоспалительных цитокинов, таких как IL-6, 

IL-1β и TNF, способствуя экспрессии фосфа-

тазы и тензина (PTEN), что в конечном итоге 

благоприятствует репликации Mycobacterium 

smegmatis. Наше исследование закладывает 

основу для интеграции miRs в клиническую 

практику для обогащения персонализирован-

ных и креативных диагностических стратегий, 

и дальнейшего принятия решений о лечении 

ТБ, особенно при лечении пациентов с лекар-

ственной устойчивостью.

Рисунок 3. Влияние гиперэкспрессии miR-222 

на бактериостатическую функцию Мф человека 

при экспериментальном ТБ

Figure 3. Effect of miR-222 overexpression on MF 
bacteriostatic function in experimental TB
Примечание. Трансфицированные и «наивные» Мф 
культивировали совместно с вирулентным штаммом 
M. tuberculosis H37RV (Мф:микобактерии = 1:5). Через 
72 часа в культурах определяли ограничение роста Мф 
микобактерий по включению последними 3Н-урацила (А) 
и концентрацию (NO2)– (Б).  — Мф без трансфекции; 

 — Мф, трансфицированные с использованием аналога 
miR-222. Представлены средние значения ±SEM 
(n — 3 повтора на группу); * — р < 0,05
Note. Transfected and “naive” MF were co-cultured with 
virulent M. tuberculosis H37RV (MF:mycobacteria = 
1:5). Growth restriction of MF mycobacteria by 3H-uracil 
incorporation (A) and (NO2)– concentration (B) was 
determined after 72 h in culture.  — MF without transfection; 

 — MF transfected using miR-222 analog. Means ±SEM are 
shown (n — 3 replicates per group); * — p < 0.05

А (A) Б (B)
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