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ВВЕДЕНИЕ

В соответствии с современными представле-
ниями врожденный иммунитет млекопитающих 
служит не только передовой линией защиты ор-
ганизма от патогенных микроорганизмов [1], но 
также необходим для поддержания нормального 
гомеостаза тканей [2] и распознавания сигналов 
от повреждённых клеток [3]. Нарушения им-
мунного ответа сопровождают возникновение 
инфекционных [4], онкологических [5] и ауто-
иммунных [6] заболеваний.

К настоящему времени установлено, что 
клетки иммунной системы «узнают» определен-
ные фрагменты инфекционных агентов с помо-
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Для изучения механизма действия пептидного миметика мурамилпептида GMDP RN оцени-
валось его влияние на уровень экспрессии мРНК провоспалительных цитокинов IL-1β и TNF-α 
и молекул, принимающих участие в активации NF-kB сигнального пути, в клетках линии лей-
кемических моноцитов человека ТНР-1. Для сравнения были использованы собственно GMDP 
и два его аналога с хорошо охарактеризованной биологической активностью –  GMDP-кислота 
и GMDP-Lys. Все соединения демонстрировали значительные отличия в ходе развития иммун-
ного ответа: наиболее сильным стимулятором иммунного ответа оказался GMDP-Lys; GMDP-
кислота в большей степени усиливала экспрессию субъединицы р100/р52 (NF-kB2) и в меньшей 
степени экспрессию IL-1β по сравнению с GMDP; особенностями пептида RN являлись низкий 
уровень продукции IL-1β и стимуляция адапторного белка RIP2 для рецептора NOD2 врождён-
ного иммунитета. Все исследованные соединения являются ценными инструментами для поиска 
новых способов коррекции иммунного ответа.
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щью семейств мембранных TLR [7] и лектинов 
С-типа [8], а также внутриклеточных NLR бел-
ков [9] и RigI-хеликаз [10]. Основные бакте-
риальные РАМРs (от англ. pathogen-associated 
molecular patterns) включают липополисахарид 
(LPS, лиганд TLR4) [11], фрагменты пептидо-
гликана клеточной стенки (TLR2) [12], пептиды 
FPR1-3 [13], содержащие характерные для про-
кариотов остатки N-формилметионина, и не-
метилированную ДНК (TLR9) [14].

NOD1 и NOD2, два наиболее изученных ре-
цептора из семейства NLR, распознают низ-
комолекулярные фрагменты пептидогликана 
клеточной стенки бактерий – соответственно, 
γ-D-глу та мил-ме зо-ди аминопимелиновую кис-
лоту (iE-DAP) [15] и мурамилдипептид (MDP), 
а также его дисахаридсодержащий аналог глю-
козаминилмурамилдипептид (GMDP) [16]. При 
распознавании лиганда NOD1 и NOD2 олигоме-
ризуются и взаимодействуют с RIP2, что приво-
дит к активации канонических NF-kB и MAPK 
сигнальных путей [17, 18].

В Институте биоорганической химии более 
30 лет проводятся исследования фрагментов 
пептидогликана клеточных стенок бактерий –  
GMDP и ряда его аналогов, способных эффек-
тивно модулировать иммунный статус [19]. Их 
структура служит отличным объектом для хи-
мических модификаций и изучения структурно-
функциональных взаимоотношений как с це-
лью получения более эффективных препаратов, 
так и использования их в качестве инструментов 
для изучения механизмов иммунного ответа.

Мурамилпептид GMDP нашёл применение 
в медицине (лекарственный препарат Лико-
пид®) и ветеринарии (препарат Гликопин®) как 
иммунокорректор и адъювант.

Пептидный миметик GMDP, получивший 
название RN-пептид, был найден с помощью 
высокоспецифичных моноклональных антител 
против GMDP и пептидных комбинаторных 
библиотек в формате фагового дисплея [20]. 
Пептид RN обладал адъювантной активностью, 
сходной с адъювантной активностью GMDP, 
но не проявлял присущего GMDP пирогенно-
го эффекта. Для углублённого исследования 
механизма действия данного пептида в настоя-
щей работе мы оценивали его влияние на уро-
вень экспрессии мРНК ряда провоспалитель-
ных и рецепторных молекул в клеточной линии 
лейкемических моноцитов человека ТНР-1. 
Для сравнения были использованы собствен-
но GMDP и два его аналога с хорошо охарак-

теризованной биологической активностью –  
GMDP-кислота и GMDP-Lys.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы
GMDP и GMDP-кислота предоставлены 

ЗАО «Пептек», Россия; GMDP-Lys и пептид RN 
синтезированы в лаборатории химии пептидов 
ИБХ РАН.

Клетки
Работа выполнена на клеточной линии лей-

кемических моноцитов человека ТНР-1, по-
лученной из коллекции Института цитологии 
РАН, Санкт-Петербург, Россия. Клетки культи-
вировали в среде RPMI-1640, содержащей 10% 
эмбриональной фетальной сыворотки, при 37 ̊ С 
и 5% СО2.

Для проведения эксперимента клетки вно-
сили в лунки 12-луночного планшета в кон-
центрации 2 х 106 клеток в 3 мл среды на лунку. 
К клеткам добавляли GMDP, GMDP-кислоту, 
GMDP-Lys или пептид RN в концентрации 1, 
10 или 100 мкг/мл и инкубировали клетки в те-
чение 2 ч.

ПЦР
Выделение тотальной РНК из клеток прово-

дили реагентом TRIzol® (Invitrogen, США) по 
протоколу фирмы-производителя.

Для синтеза кДНК проводили реакцию обрат-
ной транскрипции с использованием фермента 
Mint («Евроген», Россия) и поли(Т) праймера по 
стандартному протоколу фирмы-производителя.

Полимеразную цепную реакцию проводили 
в термоциклере CX96 (BioRad, США). Реакци-
онная смесь объёмом 12,5 мкл содержала: 1 мкг 
кДНК, 2,5 мкл готовой 5-кратной реакционной 
смеси qPCRmix-HS SYBR («Евроген», Россия), 
в которую входят Taq ДНК полимераза со специ-
фическими моноклональными антителами, кра-
ситель SYBR Green I, смесь нуклеотидтрифос-
фатов, MgCl2, ПЦР буфер, и по 10 пМ каждого 
из двух специфичных олигонуклеотидов.

Протокол амплификации включал: 1 цикл 
продолжительностью 4 мин денатурации при 
94 °С, 40 циклов: по 20 сек при 94 °С для денату-
рации цепей ДНК, 20 сек при 60 °С для отжига 
праймеров с матрицей) и 40 сек при 72 °С для 
синтеза комплиментарных цепей ДНК, и 1 цикл 
завершающего синтеза в течение 3 мин при 72 °С. 
Расчёт относительного уровня мРНК целевых 
генов был выполнен с использованием deltaCT-
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метода [21]. Относительная концентрация суб-
страта была нормализована по усреднённым 
данным амплификации двух эндогенных генов 
сравнения – HPRT1 и В2М: deltaCT=CT(target 
gene)-CT(reference gene), где СТ –  количество ци-
клов, требуемых для достижения порогового зна-
чения флуоресценции. Относительный уровень 
мРНК вычисляли как х*delta CT, где х – эффек-
тивность праймеров [22]. Все реакции проводи-
ли в двух повторностях и включали негативный 
контроль без обратной транскриптазы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее было показано, что основное отличие 
биологического действия пептида RN от продук-
тов микробного происхождения, каким является 
GMDP, заключается в отсутствии пирогенно-
го эффекта [23]. При этом RN-пептид обладал 
сравнимыми с GMDP адъювантными свойства-
ми и способностью стимулировать экспрессию 
молекул МНС II класса на перитональных ма-
крофагах мышей. Максимальный адъювантный 
эффект для пептида RN наблюдался в дозе 10 мкг 
на животное, в то время как GMDP в аналогич-
ных условиях обладал более низкой активностью 
и эквивалентные значения индексов стимуляции 
достигались при 100 мкг GMDP на мышь.

Что касается гликопептидов, модификация 
молекулы GMDP влияла на адъювантную и пиро-
генную активности полученных соединений [24]. 
Так, удлинение пептидной части GMDP на оста-
ток лизина усиливало и пирогенные, и адъювант-
ные свойства. Замена остатка изо-глу та ми на на 
остаток глутаминовой кислоты приводила к ис-

чезновению пирогенного эффекта и сохранению 
адъювантных свойств. Кроме того, для апироген-
ной GMDP-кислоты индексы стимуляции при 
всех исследованных концентрациях были боль-
ше, чем для GMDP.

В той же работе Мещеряковой Е. А. с соавто-
рами [24] была изучена способность GMDP и его 
аналогов влиять на продукцию IL-1 перитоне-
альными макрофагами, которая оценивалась по 
индексу стимуляции реакции бласттранформа-
ции тимоцитов в присутствии фитогемагглюти-
нина. Стимуляция гликопептидами продукции 
IL-1 in vitro была характерна только для соеди-
нений, обладающих адъювантным действием 
in vivo; наибольший эффект был обнаружен для 
GMDP-Lys.

В данной работе свойства пептида RN и му-
рамилпептидов изучали in vitro на клеточной ли-
нии лейкемических моноцитов человека ТНР-1. 
Клетки выдерживали в течение 2 ч в присут-
ствии указанных соединений, взятых в концен-
трациях 1, 10 и 100 мкг/мл, и далее оценивали 
изменение экспрессии мРНК провоспалитель-
ных цитокинов и молекул, принимающих уча-
стие в активации NF-kB пути. Специфические 
олигонуклеотиды, используемые для амплифи-
кации фрагментов целевых молекул, приведены 
в таблице 1.

Поскольку продукция провоспалительных 
цитокинов является одной из основных харак-
теристик воспалительного ответа, на первона-
чальном этапе мы оценивали экспрессию мРНК 
IL-1β и TNF-α. Как и ожидалось, среди всех 
изученных соединений в наибольшей степени 
стимулировал продукцию провоспалительных 

Л. Г. Алексеева и др. 

Таблица 1. Синтетические олигонуклеотиды

HPRT1 cctgctggattacatcaaagcactg tccaacacttcgtggggtcct

B2M atgagtatgcctgccgtgtg ccaaatgcggcatcttcaaac

IL-1β acagtggcaatgaggatg tgtagtggtggtcggaga

TNF-α atgagcactgaaagcatgatc tcacagggcaatgatcccaaagtagacctgccc

NOD2 caatgtcacccacagagttgtagtcc ggcacctcaagttgacattttgc

RIP2 ccattgagatttcgcatcct atgcgccactttgataaacc

TLR4 acagaagctggtggctgtg tctttaaatgcacctggttgg

MyD88 ttgaggaggattgccaaaag ggggtcatcaagtgtggtg

p105/p50 cagcagatggcccatacctt ttgcagattttgacctgagggt

p100/p52 acacgtaccgacagacaacc ttccttcacctctgtgctgg

NLRP3 cttctctgatgaggcccaag gcagcaaactggaaaggaag
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цитокинов GMDP-Lys. Интересно, что в слу-
чае GMDP-кислоты при концентрациях 1 и 10 
мкг не наблюдалось влияния на синтез IL-1β, 
представляющего собой сильный пироген, хотя 
при концентрации 100 мкг/мл действие её было 
таким же, как и у GMDP. Возможно, данная 
разница в биологически активных концентра-
циях этих соединений и объясняет выявленную 
ранее меньшую пирогенность GMDP-кислоты. 
Слабая стимуляция экспрессии IL-1β под дей-
ствием пептида RN также хорошо коррелирует 
с отсутствием у него пирогенности, хотя пептид 
был способен индуцировать продукцию TNF-α 
на уровне GMDP и GMDP-кислоты.

Известно, что основным рецептором врож-
дённого иммунитета, ответственным за рас-
познавание дисахаридсодержащих мурамил-
пеп тидов, является рецептор NOD2. При рас-
 познавании лиганда NOD2 взаимодействуют 
с адапторным белком RIP2, что приводит к ак-
тивации NF-kB сигнального пути [17, 18]. Так 
как врождённый иммунитет представляет собой 
систему взаимосвязанных рецепторов, в данной 
работе мы анализировали также мРНК рецеп-
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Рис. 1. Влияние пептида RN и мурамилпептидов на от-
носительный уровень мРНК провоспалительных цито-
кинов IL-1β и TNF-α.

Рис. 2. Влияние пептида RN и мурамилпептидов на от-
носительный уровень мРНК рецепторов врождённого 
иммунитета NOD2 и TLR4 и их адапторных молекул 
RIP2 и MYD88.
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тора TLR4 (лиганд LPS), демонстрирующего 
совместно с NOD2 ярко выраженный синерги-
ческий эффект [25], а также мРНК одного из его 
бел ков-адап то ров MyD88. Ранее с использова-
нием клеточной линии макрофагов мыши J774 
мы показали, что GMDP и LPS взаимообразно 
влияют на экспрессию своих рецепторов и их 
бел ков-адап то ров, причём особенно значитель-
ными были стимулирующие эффекты от LPS на 
экспрессию NOD2 и от GMDP на MyD88 [26].

Максимальное содержание мРНК NOD2, 
TLR4 и MyD88 под действием GMDP-Lys хо-
рошо коррелирует с данными по экспрессии 
мРНК провоспалительных цитокинов; мак-
симальный эффект наблюдался при концен-
трации 10 мкг/ мл. Далее заметный эффект на 
NOD2 и TLR4 оказывал GMDP, но уже в кон-
центрации 100 мкг/мл. Наиболее сильное от-
личие действия пептида RN проявилось при 
увеличении продукции RIP2, в то время как 
мурамилпепдиды на неё не влияли. Примерно 
такие же индексы стимуляции от пептида RN во 
всём диапазоне концентраций были обнаруже-

ны для молекулы MyD88. Таким образом, воз-
можный механизм действия пептида RN связан 
с активацией непосредственно адапторных мо-
лекул в обход NOD2-рецептора, чем и объясня-
ется разница биологической активности данно-
го пептида и мурамилпептидов.

Значительная разница в действии изучен-
ных соединений наблюдалась при анализе от-
носительного содержания мРНК субъединиц 
р105/ р50 (NF-kB1) и р100/р52 (NF-kB2) транс-
крипционного комплекса NF-kB. Если продук-
ция молекулы р105/р50 максимально усилива-
лась под действием GMDP-Lys и пептида RN, то 
на продукцию молекулы р100/р52 в первую оче-
редь влияли уже GMDP-Lys и GMDP-кислота. 
Поскольку комплекс фактора транскрипции 
NF-kB состоит из пяти субъединиц, работаю-
щих в виде димеров и способных формиро-
вать соответственно пятнадцать различных пар 
с привлечением дополнительных кофакторных 
молекул [27], полученные результаты могут от-
ражать один из уровней тонкой регуляции фор-
мирующегося иммунного ответа.

Наконец, последняя из исследованных мо-
лекул – белок NLRP3, NOD-подобный рецеп-
тор семейства NALP, основной компонент для 
формирования инфламмасом. Данный белок 
вовлечён в активацию каспаз, что приводит 
к внутриклеточному процессингу и образова-
нию зрелой активной формы IL-1β и IL-18. Та-
кой криопириновый тип инфламмасом может 
активироваться при взаимодействии с разноо-
бразными лигандами, в их число входят и му-
рамилпептиды [28]. Самым сильным стимуля-
тором мРНК NLRP3 оказался GMDP в отличие 
от GMDP-Lys, пептид RN в данном случае про-
являл среднюю активность.

Рис. 3. Влияние пептида RN и мурамилпептидов на 
относительный уровень мРНК субъединиц р105/р50 
(NF-kB1) и р100/р52 (NF-kB2) транскрипционного 
комплекса NF-kB.
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Рис. 4. Влияние пептида RN и мурамилпептидов на от-
носительный уровень мРНК рецептора NLRP3.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, результаты настоящей рабо-
ты демонстрируют значительные отличия в ходе 
инициации и развития иммунного ответа как 
в ряду самих мурамилпептидов, так и между му-
рамилпепдами и «отражающим образ GMDP» 
пептидным миметиком RN. На примере иссле-
дованных соединений показаны широкие воз-
можности для поиска новых способов коррек-
ции иммунного ответа, индуцируемого системой 
врождённого иммунитета, и подходов к лечению 
заболеваний различной этиологии.
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To study the mechanism of action of the GMDP peptide mimetic RN, its eff ect on the expression 

level of mRNA of the pro-infl ammatory cytokines IL-1β and TNF-α and some molecules involved in 
the activation of the NF-kB signaling pathway in human leukemic monocyte cells THP-1 was evaluated. 
For comparison, GMDP itself and its two analogues with well-characterized biological activity, GMDP-
acid and GMDP-Lys, were used. All compounds demonstrated signifi cant diff erences during the devel-
opment of the immune response: GMDP-Lys turned out to be the strongest stimulator of the immune 
response; GMDP-acid to a greater extent enhanced the expression of the p100/p52 subunit (NF-kB2) 
and to a lesser extent the expression of IL-1β in comparison with GMDP; the peculiarities of peptide 
RN response were low level of IL-1β production and stimulation of the adapter protein RIP2 of innate 
immunity NOD2 receptor. All compounds studied are valuable tools for fi nding new ways for immune 
response correction.
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