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Применение ингибиторного 
анализа для изучения 
механизмов действия 
мурамилПеПтидного 
иммуномодулятора 
«Полимурамил»
Пащенков М.В., Алхазова Б.И., Львов В.Л., Пинегин Б.В.
ГНЦ «Институт иммунологии ФМБА России», Москва

Резюме. С помощью ингибиторного анализа исследованы механизмы действия двух мурамил-
пептидов, входящих в состав препарата «Полимурамил»: 1) N-ацетил-D-глюкозаминил-(β1→4)-N-
ацетил-D-мурамоил-L-аланил-D-изоглютаминил-мезо-диаминопимелиновой кислоты (ГМтри); 
2) димерного мурамилпептида (диГМтетра), в котором два мономера [N-ацетил-D-глюкозаминил-
(β1→4)-N-ацетил-D-мурамоил-L-аланил-D-изоглютаминил-мезо-диаминопимелоил-D-аланин] 
соединены путем амидной связи между карбоксильной группой терминального D-аланина одно-
го мономера и ω-аминогруппой мезо-диаминопимелиновой кислоты другого мономера. Продук-
ция фактора некроза опухолей макрофагами (МФ) человека, стимулированными in vitro ГМтри  
и диГМтетра, подавлялась веществами SB203580 (ингибитор киназы RIP2), генистеином (ингибитор 
протеинтирозинкиназ) и BAY 11-7082 (ингибитор IκB-киназы). Ответ на диГМтетра, кроме того, по-
давлялся дайнасором (ингибитор клатрин-зависимого эндоцитоза) и коктейлем ингибиторов протеаз 
широкого спектра действия. Таким образом, активирующее влияние компонентов «Полимурамила» 
на МФ обеспечиваются минимум тремя биологическими процессами: 1) клатрин-зависимым эн-
доцитозом; 2) пептидазным процессингом диГМтетра; 3) активацией сигнальной цепочки «RIP2 –  
IκB-киназа — фактор транскрипции NF-κB».
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ApplicAtion of inhibitor AnAlysis for studying mechAnisms And Actions of 

polymurAmyl, A murAmyl peptide-bAsed immune modulAtor 
Abstract. In present study, the following low-MW inhibitors were used to dissect mechanisms of action for two 

muramyl peptide components of Polymuramyl, an immunomodulatory drug: (1) N-acetyl-D-glucosaminyl-
(β1→4)-N-acetyl-D-muramoyl-L-alanyl-D-isoglutaminyl-meso-diaminopimelic acid (GMtri); (2) a dimeric  
muramyl peptide (diGMtetra), wherein two monomers [N-acetyl-D-glucosaminyl-(β1→4)-N-acetyl-
D-muramoyl-L-alanyl-D-isoglutaminyl-meso-diaminopimeloyl-D-alanin] are linked via an amide bond 

between the carboxyl group of terminal D-alanin 
at one monomer and the ω-amino group of meso-
diaminopimelic acid at another monomer. In vitro 
production of tumor necrosis factor (TNF) by human 
macrophages stimulated with GMtri or diGMtetra was 
shown to be inhibited by SB203580 (a RIP2 kinase 
inhibitor), genistein (a protein tyrosine kinase inhibitor) 
and BAY 11-7082 (an IκB-kinase inhibitor). Moreover, 
response to diGMtetra was inhibited by dynasore (an 
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Введение
Мурамилпептиды – короткие гликопептид-

ные фрагменты пептидогликана (ПГ), которые 
образуются при обработке ПГ лизоцимом. Му-
рамилпептиды и их синтетические аналоги ши-
роко применяются в качестве иммуностимуля-
торов [20, 28]. Мурамилпептиды распознаются 
рецепторами NOD1 и NOD2, которые находятся 
в цитозоле клеток иммунной системы, эпители-
альных клеток и ряда других [5, 6]. NOD1 рас-
познает мурамилпептиды грамотрицательных 
бактерий, содержащие остаток мезо-диамино-
пимелиновой кислоты (мезо-ДАП) [5, 7]. NOD2 
распознает мурамилдипептид (МДП) и глюкоза-
минилмурамилдипептид (ГМДП) – фрагменты 
ПГ практически всех бактерий, а также мура-
милтрипептид с концевым L-лизином, характер-
ный для грамположительных бактерий [6, 7, 19]. 
Активация NOD1 и NOD2 ведет к индукции экс-
прессии медиаторов воспаления, антимикроб-
ных пептидов и других защитных факторов [4, 
13, 18, 22, 29].

Молекулярные механизмы действия мура-
милпептидов на клетки интенсивно изучаются. 
Поскольку рецепторы NOD1 и NOD2 находятся 
в цитозоле, то мурамилпептиды вначале поступа-
ют в эндосомальный компартмент клеток (веро-
ятнее всего, путем клатрин-зависимого эндоци-
тоза [14, 16]), откуда доставляются в цитозоль, 
причем описано несколько путей их трансмем-
бранного транспорта: 1) с участием олигопептид-
ных транспортеров SLC15A4 [14] и PepT1 [27]; 
2) с участием канала, образованного белком пан-
нексин-1 [11, 17]. Вклад каждого из этих путей, 
вероятно, зависит от типа мурамилпептидов, 
типа клеток и других факторов.

Проникшие в цитозоль мурамилпептиды вы-
зывают активацию NOD-рецепторов, хотя сам 
факт взаимодействия мурамилпептидов с NOD1/
NOD2 пока не установлен [24]. Активирован-
ные NOD-рецепторы олигомеризуются и при-
влекают киназу RIP2 [12]. RIP2 служит адапто-
ром, с которым взаимодействует киназа TAK-1 
и γ-субъединица IκB-киназы (IKKγ или NEMO). 
Далее, по-видимому, TAK-1 фосфорилирует 
субъединицу IKKβ, что приводит к активации 

комплекса IKK [23, 31]. Последний фосфорили-
рует ингибиторный белок IκB и инициирует его 
деградацию. Фактор транскрипции NF-κB, ос-
вобожденный от ингибирующего влияния IκB, 
поступает в ядро и инициирует экспрессию ге-
нов.

Несмотря на интенсивную работу, некоторые 
аспекты механизмов действия мурамилпепти-
дов остаются неизученными. Так, в большинстве 
работ исследуются мономерные мурамилпеп-
тиды, углеводная часть которых состоит либо 
из одного остатка N-ацетилмурамовой кислоты, 
либо из дисахарида N-ацетилглюкозаминил-N-
ацетилмурамил, а пептидная часть представлена 
2-4 аминокислотными остатками. Однако в на-
тивном ПГ пептидные цепи, отходящие от сосед-
них гликановых цепей, образуют друг с другом 
ковалентные сшивки. Поэтому при расщеплении 
ПГ, катализируемом лизоцимом, образуются ди-
мерные мурамилпептиды, в которых имеется два 
дисахаридных остатка, соединенных мостиком 
из 8 и более аминокислот. Димерные мурамил-
пептиды в низких концентрациях не активируют 
NOD-рецепторы в модельных клетках – клетках 
HEK293T, трансгенно экспрессирующих NOD1 
или NOD2 [9, 11], но активируют макрофаги МФ 
человека [22]. Информация о механизмах дей-
ствия димерных мурамилпептидов практически 
отсутствует.

Недавно мы сообщили об иммуностимули-
рующих свойствах комплекса мурамилпептидов 
(КМП), полученного из ПГ грамотрицательной 
бактерии – S. typhi [1]. КМП состоит из трех му-
рамилпептидов: 1) N-ацетил-D-глюкозаминил-
(β1→4)-N-ацетил-D-мурамоил-L-аланил-D-
изоглютаминил-мезо-диаминопимелиновой 
кислоты (ГМтри); 2) N-ацетил-D-глюкозаминил-
(β1→4)-N-ацетил-D-мурамоил-L-аланил-
D-изоглютаминил-мезо-диаминопимелоил-
D-аланина (ГМтетра) и 3) димера ГМтетра 
(диГМтетра), в котором мономерные остатки ГМте-
тра соединены путем амидной связи между кар-
боксильной группой терминального D-аланина 
одного остатка ГМтетра и ω-аминогруппой мезо-
диаминопимелиновой кислоты другого остатка 
ГМтетра. КМП под коммерческим названием 
«Полимурамил» успешно прошел доклиниче-

inhibitor of clathrin-dependent endocytosis), as well as by a broad-range protease-inhibiting cocktail. Thus, 
activating effects upon macrophages induced by the Polymuramyl components is provided by, at least, three 
biological processes: (1) clathrin-dependent endocytosis; (2) peptidase-mediated processing of diGMtetra;  
3) activation of a signal chain RIP2 – IκB-kinase – NF-κB transcription factor. (Med. Immunol., 2013, vol. 15, 
N 1, pp 21-28)

Keywords: muramyl peptides, macrophages, SB203580, genistein, tumor necrosis factor.
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ские и клинические испытания [2, 3]. Целью на-
стоящей работы было уточнение молекулярных 
механизмов действия КМП, в частности двух его 
компонентов – ГМтри и диГМтетра, являющих-
ся, соответственно, мономерным и димерным 
мурамилпептидами. В качестве клеточной мо-
дели использовали макрофаги (МФ) человека, 
которые представляют собой одну из основных 
мишеней иммуностимуляторов. МФ стимули-
ровали in vitro мурамилпептидами или контроль-
ным препаратом – липополисахаридом (ЛПС) – 
в присутствии различных низкомолекулярных 
ингибиторов. В качестве выходного параметра 
использовали продукцию фактора некроза опу-
холей (ФНО) как одного из индикаторных ци-
токинов, характеризующих активацию клеток 
врожденной иммунной системы.

Материалы и методы
Мурамилпептиды и ЛПС
ГМтри и диГМтетра получали из ПГ S. typhi, 

как описано ранее [1, 22]. По данным LAL-
теста (EndoSafe KTA; Charles River Laboratories, 
США), уровни эндотоксина во всех препаратах 
были ниже 0,01 эндотоксиновой единицы (ЭЕ) 
на 1 мкг. ЛПС E. coli штамм O111:B4 был куплен 
у Sigma (США).

Ингибиторы
Коктейль ингибиторов протеаз (КИП) широ-

кого спектра действия с активностью против се-
риновых, цистеиновых, аспартат- и аминопепти-
даз, был куплен у Sigma (каталожный № P8340). 
Генистеин, дайнасор и BAY 11-7082 были заку-
плены у Merck (Германия), SB203580 – у Sigma. 
Антагонист паннексина-1 10panx1, представ-
ляющий собой пептид с последовательностью 
WRQAAFVDSY [17], был синтезирован в Инсти-
туте биоорганической химии им. Овчинникова 
и Шемякина (Москва).

Культивирование и стимуляция МФ
Эффект каждого ингибитора оценивали 

на МФ, полученных от минимум 6 различных 
здоровых доноров. МФ получали из моноцитов 
крови путем 6-суточного культивирования с гра-
нулоцитарно-макрофагальным колониестимули-
рующим фактором (Invitrogen, Великобритания), 
как описано ранее [22]. МФ отделяли от пластика 
путем трипсинизации, отмывали, подсчитывали 
и приводили к концентрации 4 × 105 клеток/мл  
в полной культуральной среде (RPMI-1640 с до-
бавлением 2 мМ L-глутамина и 10% феталь-
ной телячьей сыворотке [все PAA, Австрия]). 
По 100 мкл этой суспензии (4 × 104 клеток) вно-
сили в лунки 96-луночных плоскодонных план-

шетов. Давали клеткам прикрепиться к пластику 
(4-6 ч при 37 °С, 5% CO2), после чего среду пол-
ностью удаляли и вносили 200 мкл свежей среды, 
содержащей ингибиторы в требуемых концен-
трациях. Планшеты инкубировали 15 мин при 
37 °С, после чего добавляли ГМтри или ГМтетра 
до конечной концентрации 10 мкг/мл, либо ЛПС 
до конечной концентрации 0,1 мкг/мл, либо 
ПКС (отрицательный контроль). Клетки культи-
вировали 24 ч, после чего собирали супернатан-
ты. Токсичность ингибиторов оценивали путем 
осмотра культур в инвертированном микроскопе 
перед сбором супернатантов. Данную концен-
трацию ингибитора считали токсичной при ви-
димых изменениях адгезивности, формы, грану-
лярности или численности клеток.

Иммуноферментный анализ (ИФА)
Уровни ФНО в супернатантах МФ исследо-

вали методом сэндвич-ИФА с использованием 
набора реактивов фирмы «Цитокин» (Санкт-
Петербург) согласно инструкции производителя. 
Эффект ингибиторов оценивали как остаточную 
продукцию (ОП) ФНО, которую рассчитывали 
по формуле:

где Cстим. – концентрация ФНО в присутствии 
данного стимулятора, Cстим.+ингиб. – концентрация 
в присутствии данного стимулятора и ингибито-
ра, Cспонт. – концентрация в отсутствии стимуля-
торов и ингибиторов.

Статистическая обработка данных
Для сравнения парных измерений использо-

вали тест Вилкоксона. Различия считали досто-
верными при p < 0,05.

Результаты
Роль клатрин-зависимого эндоцитоза в меха-

низмах действия ГМтри и диГМтетра
ГМтри и ЛПС являются мощными индук-

торами синтеза ФНО макрофагами, тогда как 
диГМтетра несколько менее активен [22]. В на-
стоящей работе уровни ФНО в супернатантах не-
стимулированных МФ составили 71±39 пг/мл, 
при стимуляции ЛПС – 6084±3987 пг/мл, при 
стимуляции ГМтри – 3424±2486 пг/мл, при сти-
муляции диГМтетра – 956±109 пг/мл (M±σ). 

Lee et al. показали, что клетки HEK293T погло-
щают мурамилпептиды, содержащие остаток мезо- 
ДАП, путем клатрин-зависимого эндоцитоза 
[14]. Мы стимулировали МФ ГМтри, диГМтетра 
и ЛПС в присутствии дайнасора – специфическо-
го ингибитора клатрин-зависимого эндоцитоза 
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[15]. В концентрации 80 мкМ дайнасор умеренно 
ингибировал ЛПС-индуцированную продукцию 
ФНО (ОП ФНО = 27±22%; рис. 1А), что согла-
суется с данными Kagan et al. [10]. Влияние дай-
насора на ГМтри-индуцированную продукцию 
ФНО варьировало от донора к донору и было 
статистически недостоверным. Однако дайна-
сор значительно подавлял выработку ФНО, ин-
дуцированную диГМтетра (ОП ФНО = 41±28%; 
рис. 1А). Таким образом, клатрин-зависимый эн-
доцитоз вносит больший вклад в поглощение ди-
мерного мурамилпептида диГМтетра, чем в по-
глощение мономерного ГМтри.

Роль пептидаз и паннексина-1 в механизмах 
действия ГМтри и диГМтетра 

Мурамилпептиды, поступившие в эндосомы, 
могут подвергаться действию пептидаз. Что-
бы установить роль пептидазного процессин-
га в механизмах действия ГМтри и диГМтетра, 
МФ стимулировали этими агонистами или ЛПС 
в присутствии КИП широкого спектра действия. 
В разведении 1/1000 КИП не влиял на ГМтри- 
и ЛПС-индуцированную продукцию ФНО, 
однако существенно ингибировал ответ МФ 
на диГМ тетра (ОП ФНО = 70±11%; рис. 1Б). 
В более низких разведениях (1/250 и менее) 

Рисунок 1. Остаточная продукция ФНО (ОП ФНО) в присутствии указанных стимуляторов и ингибиторов (формула 
расчета – см. Материалы и методы)
Примечание. ОП ФНО в присутствии данного стимулятора без ингибиторов принята за 100%. Показаны M±σ, n ≥ 6. * – p < 0,05 
для сравнения ОП ФНО в присутствии и в отсутствии ингибитора (тест Вилкоксона).
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КИП был токсичен. Таким образом, эндоцити-
рованный диГМтетра, вероятно, расщепляется 
на фрагменты, которые и оказывают активирую-
щее действие на МФ.

Антагонист паннексина-1 10panx1 в концен-
трации 500 мкМ [17] не оказывал ингибирующего 
влияния на продукцию ФНО, индуцированную 
любым из трех агонистов (рис. 1В). Более вероят-
но, что транспорт мурамилпептидов из эндосом 
в цитозоль в МФ происходит с участием олиго-
пептидных транспортеров семейства SLC15 [14].

Ингибитор sb203580 полностью подавляет от-
вет МФ на ГМтри и диГМтетра

Соединение SB203580 обычно рассматривает-
ся как ингибитор митоген-активируемой проте-
инкиназы p38, однако ингибирует также киназу 
RIP2 [8]. SB203580 в концентрациях 0,1-5 мкМ [8] 
дозозависимо подавлял ГМтри-индуцированную 
продукцию ФНО, причем при концентрации 
5 мкМ подавление было полным (рис. 1Г). От-
вет МФ на диГМтетра был полностью подавлен 
даже при минимальной концентрации SB203580, 
равной 0,1 мкМ (рис. 1Г). Ответ МФ на ЛПС 
при максимальной концентрации SB203580 был 
подавлен лишь на треть (ОП ФНО = 66±15%; 
рис. 1Г). Киназа RIP2 не участвует в передаче 
сигнала от рецептора ЛПС, но является ключе-
вым компонентом сигнального пути от NOD1 
и NOD2 [21]. Поэтому ингибирующий эффект 
SB203580 на выработку ФНО, индуцированную 
ГМтри и диГМтетра, наиболее вероятно, обу-
словлен именно ингибированием RIP2. Умерен-
ное снижение ЛПС-индуцированной продукции 
ФНО в присутствии SB203580, вероятно, обу-
словлено ингибированием p38.

Генистеин ингибирует ответ МФ на ГМтри 
и диГМтетра

Хотя RIP2 относят к серин-треониновым ки-
назам [24], описана также ее протеинтирозинки-
назная активность [23]. Кроме того, генистеин – 

ингибитор протеинтирозинкиназ – отменяет 
потенциирующее действие МДП на продукцию 
NO культурами крысиных астроцитов, индуци-
рованную интерфероном-гамма [25]. В наших 
опытах генистеин в концентрации 50 мкМ [25, 30] 
существенно подавлял продукцию ФНО, вызван-
ную ГМтри и диГМтетра (ОП ФНО = 71±11% 
и 95±11% соответственно; рис. 1Д). Генистеин 
не влиял на ЛПС-индуцированную выработку 
ФНО.

Ингибитор iκb-киназы подавляет ответ МФ 
на ГМтри, диГМтетра и ЛПС

Мурамилпептиды и ЛПС реализуют большую 
часть своих эффектов, к числу которых относится 
и индукция гена ФНО, через фактор транскрип-
ции NF-κB. Для активации NF-κB необходимо 
отделение от него ингибирующей субъединицы 
IκB. Последнее происходит вследствие фосфо-
рилирования IκB, которое катализируется IκB-
киназой (IKK), и последующего убиквитилиро-
вания [26].

Специфический ингибитор IKK – BAY 11-
7082 – в концентрации 10 мкМ [9] ингибиро-
вал продукцию ФНО, индуцированную ГМтри, 
диГМтетра и ЛПС, примерно на две трети 
(рис. 1Е). Более полного эффекта достичь не уда-
лось, так как в более высоких концентрациях 
(> 25 мкМ) BAY 11-7082 был токсичен по отно-
шению к МФ.

Обсуждение
В таблице 1 приведены сводные данные 

всех экспериментов. Результаты, полученные 
для ГМтри, в целом сопоставимы с ранее опу-
бликованными данными по другим мономерным 
мурамилпептидам [14, 23, 25, 31]. На основании 
данных ингибиторного анализа (рис. 1, табл. 1) 
можно предположить, что ГМтри индуцирует 
экспрессию ФНО в МФ путем активации сиг-

ТАБлицА 1. ОсТАТОчНАя ПРОДукция ФНО* МАкРОФАГАМи, АкТиВиРОВАННыМи ГМтри, диГМтетра и лПс 
В ПРисуТсТВии укАзАННых иНГиБиТОРОВ

Активатор
Ингибитор ГМтри диГМтетра ЛПС

Дайнасор – ++ +
КИП – +++ –
10panx1 – – –
SB203580 (0,1 мкМ / 5 мкМ) ++/++++ ++++/++++ +/+
Генистеин +++ ++++ –
BAY 11-7082 ++ +++ +++

Примечание. *Градации остаточной продукции ФНО: «–» – > 80%, «+» – 60-80%; «++» – 40-60%; «+++» – 20-40%;  
«++++» – 0-20%.



26

Пащенков М.В. и др. Медицинская Иммунология

нальной цепочки «RIP2 – IKK – NF-κB». Под-
тверждена описанная ранее роль протеинтиро-
зинкиназной активности в механизмах действия 
мурамилпептидов [23]. Учитывая наши и литера-
турные данные [8, 23, 31], можно предположить, 
что SB203580 и генистеин в условиях стимуляции 
мурамилпептидами реализуют свое действие пу-
тем ингибирования одной и той же мишени – 
RIP2.

Ответ МФ на димерный мурамилпептид 
диГМ тетра по чувствительности к ингибито-
рам был сопоставим с ответом на мономерный 
ГМтри, однако обладал некоторыми особенно-
стями. Во-первых, ответ на диГМтетра подавлял-
ся дайнасором приблизительно на 40%, хотя тот 
же ингибитор не оказывал достоверного эффекта 
на продукцию ФНО, индуцированную ГМтри. 
Это указывает на более значимую роль клатрин-
зависимого эндоцитоза в поглощении диГМ тетра 
по сравнению с ГМтри.

Во-вторых, ответ МФ на диГМтетра пода-
влялся ингибиторами протеаз, что указывает 
на роль пептидазного процессинга в механизмах 
действия димерных мурамилпептидов. Мож-
но предположить, что диГМтетра не способен 
проникнуть через мембрану эндосом и/или ак-
тивировать NOD-рецепторы, однако такими 
свойствами обладают фрагменты расщепления 
диГМтетра, такие как ГМтетра, ГМтри и ГМДП. 
Не исключено, что и мономерные мурамилпеп-
тиды подвергаются дальнейшему процессин-
гу с расщеплением на углеводную и пептидную 
части, из которых только последняя проникает 
в цитозоль [14]; эта возможность в настоящей ра-
боте не исследована.

В-третьих, ответ МФ на диГМтетра более эф-
фективно подавлялся генистеином и SB203580, 
чем ответ на ГМтри. Это может быть обусловлено 
тем, что диГМтетра является менее мощным ак-
тиватором NOD1 и RIP2.

Учитывая данные настоящего исследования 
и литературы, в активации МФ, индуцирован-
ной компонентами препарата «Полимурамил», 
можно выделить минимум три стадии. Первые 
две из них протекают пассивно и включают кла-
трин-зависимый эндоцитоз мурамилпептидов 
и пептидазный процессинг димерного мура-
милпептида диГМтетра. Третья стадия – актив-
ная – состоит в активации сигнальной цепочки 
«RIP2 – IKK – NF-κB».
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