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Аннотация. В работе предложено использование кислотно-основного индикатора резазурина для 
оценки внутриклеточной активности оригинального производного пирано[3,2-b]индолонов Pyr056 с 
противотуберкулезной активностью in vitro. Оценка числа M. tuberculosis в культурах инфицирован-
ной макрофагальной линии клеток RAW264.7, обработанных Pyr056, путем подсчета КОЕ и путем 
измерения интенсивности флюоресценции восстановленного резазурина показала высокую степень 
положительной корреляции (r=0,982). Полученный результат, c одной стороны, открывает перспек-
тиву дальнейшего изучения противотуберкулезной активности Pyr056, в том числе, в экспериментах 
in vivo, а с другой – возможность применения резазурина для быстрой и точной оценки эффектив-
ности экспериментальных соединений в отношении различных внутриклеточных патогенов, включая 
M. tuberculosis, особенно в случае ограниченного времени и ресурсов.1
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Abstract. In this study, we propose the use of the redox indicator resazurin to assess the intracellular activity of 
the original pyrano[3,2-b]indolone derivative Pyr056 with anti-tuberculosis activity in vitro. Evaluation of the 
number of M. tuberculosis in cultures of infected RAW264.7 macrophages treated with Pyr056 by CFU counting 
and by measuring the fluorescence of resorufin, reduced from resazurin, showed positive correlation with r=0.982. 
These data prospect further studying of the anti-tuberculosis activity of Pyr056, including in vivo experiments, as 
well as the use of resazurin for rapid and accurate assessment of the efficacy of experimental compounds against 
various intracellular pathogens, including M. tuberculosis, especially when time and resources are limited.
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Туберкулез (ТБ) продолжает оставаться серьез-
ной проблемой здравоохранения во всем мире: 
по данным Всемирной организации здравоохра-
нения, число новых случаев ТБ в мире в 2024 году 
составило 10,7 миллиона, что соответствует 131 
заболевшему на 100 000 населения. Сокращение 
заболеваемости ТБ в период с 2015 по 2024 год 
составило всего 12%, хотя в соответствии со «Стра-
тегией по искоренению ТБ» (“End TB Strategy”) 
было запланировано добиться снижения этого 
показателя на 50% к 2025 году [5]. Широкое рас-
пространение лекарственно-устойчивых штаммов 
M.  tuberculosis, несомненно, требует дальнейшей 
разработки новых антибактериальных препаратов 
с новыми механизмами действия [4,10]. Посколь-
ку M.  tuberculosis известен своей способностью к 
выживанию в клетках иммунной системы, тести-
рование бактерицидной активности новых сое-
динений, проявивших активность in  vitro, против 
микобактерий, локализованных внутриклеточно, 
имеет решающее значение для создания новых 
противотуберкулезных препаратов [2, 19].

Следует отметить, что существующие подходы 
к оценке антибактериальной внутриклеточной 
активности соединений требуют либо наличия 
специфических материалов и реагентов, не всег-
да доступных и/или достаточно дорогостоящих 
(например, использование радиоактивной мет-
ки  [7,  8], систем с репортерными генами [6,  9] 
и т. д.), либо существенных затрат времени и 
усилий, сопровождающих высевы бактерий из 
инфицированных макрофагов и последующий 
подсчет числа колониеобразующих единиц (КОЕ). 
Резазурин – окислительно-восстановительный 
индикатор, легко проникающий в клетки и широ-
ко использующийся для количественной оценки 
их жизнеспособности. Этот нефлюоресцирующий 
синий краситель, известный также как аламаровый 
синий, в присутствии метаболически активных 
клеток необратимо восстанавливается в розовый 
флюоресцирующий резоруфин [1, 13,  17]. Метод 
аналитического микротитрования с резазурином 
(Rezasurin Microtiter Assay, ReMA) хорошо зареко-
мендовал себя при высокопроизводительном in vitro 
скрининге соединений с противотуберкулезной 
активностью [3, 12, 15, 18], поскольку он, очевидно, 
имеет ряд дополнительных преимуществ, включая 
быстроту, надежность, безопасность, высокую чув-
ствительность и низкую стоимость.

Ранее было обнаружено, что оригинальные 
производные пирано[3,2‑b]индолонов проявляли 
активность in vitro в отношении M. tuberculosis [14]. 
Соединение-лидер Pyr056 (10a) показало значе-
ние минимальной ингибирующей концентрации 
(МИК) 0,3 мг/л и отсутствие токсичности для 
эукариотических клеток [11]. Цель работы – изуче-
ние активности Pyr056 в отношении M. tuberculosis, 
локализованных внутриклеточно, путем подсчета 
числа КОЕ и с применением резазурина. 

МЕТОДИКА
Объект исследования и условия культивирования. 

Клетки бактерии M.  tuberculosis H37Rv, получен-
ные из коллекции ЦНИИ Туберкулеза (Москва, 
Россия), хранившиеся при – 70°С, выращивали в 
синтетической среде Миддлбрука (7Н9) “Himedia” 
(Индия) с добавлением 10% об./об. ростовой до-
бавки ADS (Albumin, Dextrose, Sodium chloride г/л;  
БСА – 50, глюкоза –  хлорид натрия – 8,5) и 0,05% 
об./об. Твин-80 –  “Neofroxx GmbH” (Германия) при 
37°C с перемешиванием (200 об./мин). После 7 дней 
культивирования стартовую культуру инокулирова-
ли в свежую среду аналогичного состава и выращи-
вали до логарифмической фазы роста ОП600=0,8– 
1,2 (доза инокулята 0,01–0,1% об./об.). 

Клетки макрофагов мыши линии RAW 264.7, по-
лученные из коллекции ИБХ РАН (Москва, Россия) 
и хранившиеся при –70°С, культивировали в среде 
RPMI-1640 (“ПанЭко”, Россия) с добавлением 5% 
эмбриональной сыворотки бычьей крови (“Gibco”, 
США) при температуре 37 °C в инкубаторе с 5% 
CO2 во флаконах с площадью поверхности 25 см2 с 
вентилируемой крышкой (“SPL”, Корея) до кон-
флюентности 70%.

Приготовление фильтрата культуры 
M.  tuberculosis, содержащего единичные клетки. 
Культуру в логарифмической фазе роста объ-
емом 100 мл осаждали центрифугированием  
(4000 об/мин, 10 мин, 4°С) и отмывали от среды 
раствором Версена (0,1 М фосфатно-буферный со-
левой раствор без Ca²+ и Mg²+ (“ПанЭко”, Россия) с 
0,2 мМ натриевой соли ЭДТА (“Merck”, Германия)), 
содержащим 0,025 % об./об.  Tween-80, в тех же ус-
ловиях. Полученный осадок ресуспендировали в 5 
мл раствора Версена с Tween-80 и пропускали через 
стерильный нитроцеллюлозный фильтр с размером 
пор 5 мкм (“Filtersolution”, Россия) для удаления 
агрегатов микобактерий. Полученный фильтрат ис-
пользовали для инфекции макрофагов RAW 264.7, 
кратность инфицирования (Multiplicity Of Infection, 
MOI) составляла 0,33–3,0.

Подсчет числа клеток M.  tuberculosis. Из су-
спензии клеток микобактерий готовили серию 
последовательных десятикратных разведений в 
свежей среде культивирования c 0,05% об./об. 
Твин-80, аликвоту каждого разведения (100 мкл) 
высевали на агаризованную (1,5% агара) синтети
ческую питательную среду 7H10 с добавлением 10% 
ростовой добавки ADS. Инокулированные чашки 
инкубировали при 37°С, число КОЕ подсчитывали 
через 18–20 сут после высева, рассчитывая среднее 
из 3 повторностей.

Инфекция линии макрофагов RAW 264.7. Среду 
культивирования макрофагов тщательно отбира-
ли из флаконов и добавляли 1 мл 0,25% раствора 
трипсина, после чего инкубировали во флаконе 
при 37 °C в течение 15 мин для открепления от 
поверхности. Далее во флакон добавляли 2 мл сре-
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ды RPMI-1640 с 5% сыворотки для инактивации 
трипсина и подсчитывали количество макрофагов 
в полученной суспензии в камере Горяева.  После 
подсчета суспензию макрофагов разводили в сре-
де RPMI-1640 с 5% сыворотки до концентрации 
106 в мл, после чего добавляли фильтрованную 
суспензию M.  tuberculosis для получения требу-
емых значений MOI и инкубировали в течение  
3 часов при 37 ˚С и перемешивании 100 об/мин. 
Инфицированные макрофаги осаждали центри-
фугированием при t=25 °C (1100 об/мин, 5 мин) и 
дважды осторожно отмывали от непоглощенных 
бактерий теплым 0,1 М фосфатно-буферном соле-
вым раствором без Ca²+ и Mg²+ в тех же условиях. 
Для удаления остаточных непоглощенных бакте-
рий инфицированные макрофаги дополнительно 
инкубировали в среде RPMI-1640 с 5% сыворотки 
и 20 мкМ амикацином в течение часа при 37 ˚С и 
перемешивании 100 об/мин, после чего заменяли 
на свежую среду RPMI-1640 с 5% сыворотки без 
антибиотика.

Определение ингибирующего действия сое-
динений на поглощенные макрофагами клетки 
M.  tuberculosis. Аликвоты суспензии инфици-
рованных M.  tuberculosis макрофагов в среде 
RPMI-1640 с сывороткой (100 мкл) помещали в 
лунки 96-луночного планшета (“NEST”, Китай), 
содержащие тестируемые соединения в диапазоне 
концентраций 0,01–8 мг/л, разведенные в 100 мкл 
среды RPMI-1640 с 5% сыворотки. Каждая лунка 
содержала примерно 50000–70000 инфицирован-
ных макрофагов. Планшеты инкубировали 4 сут 
при температуре 37 °C и с  5%  CO2 в статическом 
режиме, после чего отбирали среду из каждой 
лунки и лизировали макрофаги 100 мкл холодной 
стерильной бидистиллированной H2O в течение  
10 мин. Из части лунок производили высевы на 
плотную питательную среду с последующим под-
счетом числа КОЕ M.  tuberculosis, полученных из 
лизированных макрофагов. В другую часть лунок, 
также содержащих клетки M. tuberculosis после ли-
зиса макрофагов, ресуспендированные в 100  мкл 
воды, вносили такой же объем двукратной среды 
Миддлбрука 7H9 с ADS. Поскольку полученные 
суспензии содержали не более 102–103 клеток 
M.  tuberculosis в мл, что находится ниже предела 
достоверного обнаружения их резазурином, план-
шеты дополнительно инкубировали при 37 ˚С в 
статическом режиме, чтобы стимулировать деле-
ние и рост микобактерий. После 7-суточной ин-
кубации свободных микобактерий в 200 мкл среды 
Миддлбрука с ADS в каждую лунку добавляли рас-
твор резазурина (“Alfa Aesar”, США) до конечной 
концентрации 0,0025% и инкубировали еще 20– 
24 ч для восстановления его во флюоресцирующий 
резоруфин. Интенсивность флюоресценции реги-
стрировали на планшетном спектрофлюориметре 
Fluostar Omega (“BMG-Labtech”, Германия) при 
длине волны возбуждения λex = 544 нм и испуска-

ния λem = 590 нм, флюоресценцию в лунках без 
добавления антибиотиков принимали за 100%. 

Статистический анализ. Эксперименты про-
водили как минимум в трех биологических 
повторах. Статистический анализ выполнялся 
с использованием Microsoft  ®  Office  ®  ​​Excel 2016 
MSO (16.0.4639.1000). Данные представлены как 
среднее значение ± стандартное отклонение. 
Анализ данных проводился с использованием не-
парного  t-критерия Стьюдента;  p<0,05 считалось 
статистически значимым.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Определение эффективности Pyr056 в отно-

шении M.  tuberculosis, поглощенных макрофагами 
RAW264.7, путем подсчета числа КОЕ. Для оценки 
внутриклеточной активности соединения Pyr056, 
которое проявляло активность в отношении 
M. tuberculosis in vitro [11], мы использовали подход, 
основанный на инфицировании макрофагов в 
объеме, описанный ранее [9]. Кратко, макрофаги, 
предварительно инфицированные M.  tuberculosis в 
среде культивирования RPMI с сывороткой, пере-
носили в лунки 96-луночного планшета, которые 
содержали двукратные серийные разведения сое-
динения Pyr056 в среде культивирования эукарио-
тических клеток в диапазоне 0,01–8 мг/л. 

После 4 сут инкубации макрофаги лизировали 
холодной стерильной бидистиллированной водой 
и проводили оценку числа содержавшихся в ма-
крофагах микобактерий путем посева серийных 
десятикратных разведений на плотную питатель-
ную среду с последующим подсчетом числа КОЕ. 
Было обнаружено, что Pyr056 в концентрации 
0,125 мг/л вызывал уменьшение числа клеток 
M.  tuberculosis, пребывающих в макрофагах, на 
50%, а в концентрации 0,5 мг/л – на 80% по срав-
нению с контрольным образцом без воздействия 
(рис.  1А). Изониазид, взятый в качестве положи-
тельного контроля, уничтожал 50% M.  tuberculosis, 
локализованных внутриклеточно, в концентрации 
0,031 мг/л и 80% – в концентрации 0,063 мг/л (рис. 
1Б). Таким образом, Pyr056 проявлял дозозави-
симую бактерицидную активность в отношении 
M. tuberculosis, пребывающих в макрофагах.

Oценка эффективности Pyr056 в отношении  
M. tuberculosis, поглощенных макрофагами 
RAW264.7, при помощи титрования с резазурином. 
Параллельно была проведена оценка количества 
жизнеспособных клеток микобактерий в лизатах 
макрофагов RAW 264.7, идентично инфицирован-
ных M. tuberculosis, после их инкубации с Pyr056 при 
помощи ReMA. В лунки планшета, содержавшие 
M. tuberculosis из лизированных макрофагов, после 
7-суточной инкубации свободных микобактерий 
добавляли резазурин до конечной концентрации 
в среде 7Н9 с ADS 0,0025% и инкубировали еще 
20–24 ч при 37°С для восстановления индикатора 
до резоруфина. 
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Рис. 1. Кривая изменения доли жизнеспособных 
клеток M. tuberculosis (%) в инфицированных макро-
фагах линии RAW264.7 при обработке различными 
концентрациями антибиотиков по сравнению с кон-
трольным образцом без воздействия: (а) ― Pyr056; 
(б) ― изониазид. Оценку жизнеспособных мико-
бактерий проводили после лизиса макрофагов путем 
подсчета КОЕ и измерения флюоресценции резо-
руфина, восстановленного клетками из резазурина 
(абсолютные единицы флюоресценции, АЕФ, при 
λex = 544 нм и λem = 590 нм). Кратность инфицирова-
ния = 1
Fig. 1. The change in the proportion of viable  
M. tuberculosis cells (%) in infected RAW264.7 macrophages 
treated with different concentrations of antibiotics 
compared to the control sample without treatment:  
(а) ― Pyr056; (b) ― isoniazid. Viable mycobacteria were 
assessed after macrophage lysis by counting CFU and 
measuring the fluorescence of resorufin reduced by cells 
from resazurin (absolute fluorescence units, AFU, at λex = 
544 nm and λem = 590 nm). Multiplicity of infection = 1

Флюоресценцию измеряли в каждой лунке план-
шета при длине волны возбуждения λex = 544 нм 
и испускания λem = 590 нм. Сравнение значений 
абсолютных единиц флюоресценции (АЕФ) и АЕФ 
контрольного образца без воздействия показало, 
что инкубация M.  tuberculosis, локализованных 
внутриклеточно, с 0,125 мг/л Pyr056 приводила к 

снижению числа жизнеспособных микобактери-
альных клеток на 50%, с 0,5 мг/л Pyr056 – на 80% 
(рис. 1А). Для изониазида, взятого в качестве по-
ложительного контроля, уменьшение числа клеток 
M. tuberculosis, локализованных внутриклеточно, 
на 50% наблюдалось при концентрации 0,031 мг/л, 
на 80% – при концентрации 0,063 мг/л, исходя из 
соответствующих значений АЕФ (рис. 1Б). Резуль-
таты, полученные при помощи ReMA, показали 
высокую степень положительной корреляции с 
результатами, полученными при прямом подсчете 
числа КОЕ M. tuberculosis в макрофагах (коэффи-
циент корреляции r=0,982 (рис. 2). Более того, 
эти данные подтвердили результаты определения 
активности изониазида в отношении внутрикле-
точных M. tuberculosis, полученные ранее [9].

Хотя резазурин достаточно широко применяет-
ся в течение последних нескольких десятилетий для 
мониторинга антимикробной активности in vitro и 
цитотоксичности, а также для оценки жизнеспо-
собности микробных биопленок и эффективности 
инактивации бактерий фагами [3, 13, 16, 17, 20], о 
его использовании для изучения внутриклеточной 
активности антимикробных соединений до сих пор 
ничего не сообщалось. Параллельная оценка числа 
КОЕ и флуоресценции M. tuberculosis в идентичных 
условиях инфицирования RAW 264.7 при обработ-
ке их изониазидом и Pyr056 (рис. 2), подтвердила 
целесообразность использования более безопасно-
го и при этом менее дорогостоящего и трудоемкого 
метода RеМА в экспериментах по изучению вну-
триклеточной активности антимикробных агентов. 

Рис. 2. Оценка корреляции числа КОЕ M. tuberculosis 
и значений флюоресценции резоруфина в идентич-
ных условиях инфицирования макрофагов линии 
RAW 264.7
Fig. 2. The correlation between CFU numbers of M. 
tuberculosis and resorufin fluorescence in the identical 
conditions of RAW 264.7 infection
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Применение метода ReMA для оценки внутри-
клеточной активности соединений при различной 
кратности инфицирования макрофагов клетками 
M. tuberculosis. Поскольку M. tuberculosis – патоген 
с высокой вирулентностью, в экспериментах по 
инфицированию клеточных линий и первичных 
макрофагов этой бактерией в большинстве случаев 
используется MOI, равная 1, то есть число клеток 
макрофагов равно числу клеток микобактерий [9], 
хотя в отдельных случаях MOI может варьировать 
[7]. В экспериментах, представленных на рис. 1, 
мы использовали MOI, равную 1, но на следующем 
этапе была поставлена задача изучить примени-
мость метода ReMA для оценки внутриклеточной 
активности соединений при изменении соотно-
шения числа бактериальных и эукариотических 
клеток. Для этого макрофаги RAW 264.7 были 
инфицированы клетками M. tuberculosis при MOI 
0,33, 1 и 3 и подвергнуты действию Pyr056 и изони-
азида, после чего проанализированы полученные 
значения флюоресценции.

Было обнаружено, что 50%-ное ингибирование 
M. tuberculosis, локализованных внутриклеточно, 
соединением Pyr056 не зависело от величины MOI 
и достигалось в присутствии 0,5 мг/л. 80%-ное ин-
гибирование слабо зависело от MOI и наблюдалось 
в присутствии 0,5 мг/л Pyr056 в случае MOI 0,33 и в 
присутствии 1 мг/л Pyr056 в случае MOI 3 (рис. 3). 
Ингибирование внутриклеточных M. tuberculosis 
изониазидом на 50% также почти не зависело от 
кратности инфицирования и достигалось в при-

сутствии 0,063 мг/л; а 80%-ное ингибирование – в 
присутствии 0,125–0,25 мг/л (рис. 3). 

Таким образом, применение ReMA для оцен-
ки числа жизнеспособных клеток M.  tuberculosis, 
пребывающих в макрофагах, позволяет получить 
воспроизводимые результаты внутриклеточной 
активности соединений при MOI в диапазоне как 
минимум от 0,33 до 3.

На примере патогенной бактерии M. tuberculosis, 
способной к длительному выживанию в клетках 
иммунной системы, нами было установлено, что 
применение метода ReMA, не требующего спец-
ифических материалов и реагентов, для оценки 
внутриклеточной активности оригинальных со-
единений-кандидатов в лекарственное средство 
дает надежные и воспроизводимые результаты. 
Полученные результаты по тестированию внутри-
клеточной активности с применением RеМА пока-
зали высокую степень положительной корреляции 
с результатами подсчета числа КОЕ, являющегося 
более трудоемким подходом, требующим значи-
тельных затрат времени.  Титрование с резазури-
ном ex vivo может быть применено при изучении 
эффективности соединений, направленных на 
борьбу с различными внутриклеточными патоге-
нами, включая, например, Mycoplasma  pneumoniae 
– возбудителя тяжелых респираторных инфекций, 
Staphylococcus aureus – одного из основных возбуди-
телей внутрибольничных инфекций, относящегося 
к группе ESKAPE, и др.
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Рис. 3. Дозозависимое ингибирование M. tuberculosis в инфицированных макрофагах RAW264.7 после обработки 
антибиотиками при различной кратности инфицирования (MOI): 1 ― MOI = 0,33, 2 ― MOI = 1, 3 ― MOI = 3.  
(а) ― Pyr056; (б) ― изониазид
Fig. 3. Dose-dependent inhibition of M. tuberculosis  in the infected RAW264.7 macrophages after antibiotic treatment at 
different multiplicities of infection (MOI): 1 ― MOI = 0,33, 2 ― MOI = 1, 3 ― MOI = 3. (а) ― Pyr056; (b) ― isoniazid
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