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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность проблемы  

Несмотря на успехи в этиотропной терапии инфекционных заболеваний, 

сегодня общая смертность от них остается на высоком уровне. В развитых 

странах инфекционные болезни занимают 4-е место среди причин смерти, в то 

время как в некоторых развивающихся странах они остаются главной 

причиной летальности населения [28, 149]. 

Следствием чрезмерного применения антибиотиков явилось 

возникновение инфекционных агентов, обладающих множественной 

лекарственной устойчивостью [44]. Клинической проблемой становится 

развитие среди патогенов устойчивости к антибиотикам резервного ряда. 

Достаточно часто возбудители инфекционных заболеваний резистентны к 

подавляющему большинству антибиотиков [225, 61]. В связи с этим 

этиотропная терапия во многих аспектах зашла в тупик. 

Также становится все более актуальной проблема повышения частоты 

развития опухолевых процессов, приводящих к увеличению смертности и 

инвалидизации населения. Традиционная химиотерапия характеризуется 

высокой стоимостью и обладает множеством побочных эффектов, в том числе 

иммуносупрессивным действием. Опухолевые заболевания становятся всё 

более распространенными среди населения всех возрастных групп, что ставит 

новые вызовы перед современными протоколами химиотерапии [208]. 

Финансовая нагрузка на здравоохранение, вызванная необходимостью 

долговременной поддержки таких больных, в некоторых случаях сравнима и 

даже превосходит таковую у больных с сердечно-сосудистыми 

заболеваниями. 

В этой ситуации не теряют своей актуальности дополнительные методы 

и средства, способные повысить эффективность терапии указанных групп 

заболеваний. Одним из подобных направлений стала иммунотерапия, 

обладающая рядом преимуществ перед традиционным этиотропным лечением 

как инфекционных, так и неопластических болезней [20, 24, 29]. 



5 
 

 
 

Перспективной группой мультифункциональных иммунотропных 

соединений являются лиганды NOD-подобных рецепторов (NLR), активация 

которых способна не только усиливать экспрессию провоспалительных 

цитокинов иммунокомпетентными клетками, но и блокировать флогогенные 

биохимические реакции [10]. Пожалуй, наиболее изученным NOD-лигандом, 

а именно агонистом цитоплазматических рецепторов NOD2, является 

мономер пептидогликана клеточной стенки бактерий N-ацетилмурамил-L-

аланил-D-изоглутамин, или мурамилдипептид (МДП). Созданы различные 

модификации МДП, некоторые из которых уже нашли клиническое 

применение в качестве иммуномодуляторов широкого спектра действия [1, 25, 

31]. Рациональным подходом к увеличению биологической активности МДП 

является β-гликозилирование [3, 13, 15]. β-Гликозиды МДП обладают 

широким спектром иммунотропного действия и при этом характеризуются 

относительной легкостью синтеза [4].  

Степень разработанности темы  

Несмотря на достаточно большое количество работ по изучению 

механизмов иммуномодулирующих эффектов гликозидных производных 

МДП, остается не до конца решенным вопрос о влиянии структуры агликона 

на иммунотропную активность гликозидов МДП [8]. Ранее определено 

влияние некоторых β-гликозидов МДП на продукцию про- и 

противовоспалительных цитокинов иммунокомпетентными клетками in vitro 

и ex vivo [21]. Однако динамика концентрации этих цитокинов в сыворотке 

крови экспериментальных животных после введения этих 

иммуностимуляторов остается неизученной. Большая часть доклинических 

исследований биологической активности β-гликозидов МДП проведена на 

мышиных моделях in vitro и in vivo. Учитывая наличие существенных отличий 

между иммунным ответом у лабораторных животных и человека, 

представляется актуальным определение влияния вновь и ранее 

синтезированных β-гликозидов МДП на функцию человеческих 

иммунокомпетентных клеток. Открыт и вопрос о влиянии гликозидов МДП на 
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морфологические характеристики и иммунофенотип дендритных клеток 

человека.  

Некоторые мурамилпептиды (мифамуртид, ромуртид) уже 

используются в качестве компонентов комплексного лечения ряда 

опухолевых заболеваний. Вместе с тем среди практикующих врачей и ученых 

достаточно распространено мнение о возможном ускорении роста опухолей 

при использовании иммуностимуляторов. Влияние некоторых гликозидов 

МДП на рост и метастазирование опухолей in vivo уже было предметом 

исследования [7, 13], однако выраженность противоопухолевых эффектов и 

динамика опухолевого роста на фоне применения этих гликопептидов 

требуют уточнения.  

Остается неизученной нейротропная активность гликозидов МДП. 

Цель исследования – определить влияние структуры агликона на 

иммуномодулирующее действие β-гликозидов мурамилдипептида для 

дальнейшего детального изучения иммунотропной и противоопухолевой 

эффективности наиболее активного соединения. 

Задачи исследования: 

1) Провести сравнительное изучение влияния МДП и семи β-гликозидов 

МДП с алифатическими (β-гептил-, β-децил-, β-додецилгликозиды МДП), 

циклическими (β-циклогексил-, β-циклооктил- и β-циклодецилгликозиды 

МДП) и трициклическим (β-адамантилгликозид МДП) агликонами, на 

цитотоксическую активность мононуклеарных лейкоцитов периферической 

крови человека.  

2) Изучить влияние МДП и его семи β-гликозидов на фагоцитарную 

активность нейтрофилов периферической крови человека. 

3) Сравнить влияние МДП и наиболее эффективного иммуномодулятора 

из изученных β-гликозидов МДП на экспрессию маркеров активации и 

созревания дендритными клетками человека.  

4) Сравнить динамику концентрации провоспалительных и 

противовоспалительных цитокинов в сыворотке крови мышей линии C57BL/6 
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после внутрибрюшинного введения МДП и наиболее биологически активного 

β-гликозида МДП. 

5) Оценить влияние наиболее эффективного иммуномодулятора из 

изученных β-гликозидов МДП на динамику роста и метастазирование 

меланомы B16, а также продолжительность жизни мышей-опухоленосителей. 

6) Изучить влияние наиболее биологически активного β-гликозида МДП 

на показатели активности ЦНС мышей линии C57Bl/6 с привитой меланомой 

B16. 

Научная новизна исследования 

Впервые определено влияние структуры агликона на иммунотропную 

активность семи β-гликозидов МДП по отношению к мононуклеарным 

лейкоцитам и нейтрофилам периферической крови человека.  

Впервые изучено действие β-гептилгликозида МДП на экспрессию 

дендритными клетками человека маркеров, ассоциированных со стимуляцией 

клеточного иммунитета и презентацией антигена.  

Впервые определена динамика концентрации про- и 

противовоспалительных цитокинов в сыворотке крови мышей после 

внутрибрюшинного введения β-гептилгликозида МДП.  

Впервые оценено действие β-гептилгликозида МДП на функцию ЦНС у 

экспериментальных животных-опухоленосителей.  

Теоретическая и практическая значимость работы 

Данные об иммунотропной активности новых гликозидов МДП могут 

служить фундаментом для разработки безопасных и действенных 

иммуномодулирующих препаратов. Результаты изучения влияния строения 

агликонов на биологические свойства этих гликопептидов предопределяют 

рациональные направления для дальнейшего поиска новых 

высокоэффективных производных МДП. Гликозиды МДП могут найти 

применение в клинической практике инфекционистов, клинических 

иммунологов и онкологов. Наиболее вероятными сферами использования 

данных препаратов представляются профилактика острых и рецидивов 
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хронических инфекционных заболеваний, повышение эффективности 

этиотропного лечения этих болезней, адъювантная иммунотерапия 

злокачественных новообразований и коррекция вызванных химиотерапией 

иммунных и гематологических расстройств у онкологических пациентов.  

Основные положения, выносимые на защиту 

1) β-Гликозиды МДП с алифатическими агликонами обладают большей 

биологической активностью в сравнении с β-гликозидами МДП с 

циклическими и трициклическим агликонами; при этом увеличение числа 

атомов углерода с 7 до 12 в алифатической цепи агликона приводит к 

снижению иммунотропной действенности соединений в условиях моделей in 

vitro. 

2) β-Гептилгликозид МДП превышает по иммунотропной 

эффективности другие изученные гликозиды МДП и при этом обладает 

сходной с немодифицированным МДП биологической активностью по 

отношению к мононуклеарным лейкоцитам и нейтрофилам крови человека in 

vitro. 

3) β-Гептилгликозид МДП увеличивает экспрессию молекул CD14 

дендритными клетками человека in vitro. 

4) Внутрибрюшинное введение β-гептилгликозида МДП повышает 

концентрацию провоспалительных и регуляторных цитокинов в сыворотке 

крови мышей линии C57Bl/6, при этом в большинстве случаев β-

гептилгликозид МДП превосходит МДП по цитокин-индуцирующей 

активности. 

5) β-Гептилгликозид МДП при применении в терапевтическом режиме 

подавляет рост подкожного узла привитой меланомы B16 и повышает 

продолжительность жизни мышей-опухоленосителей. 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности 

Диссертация отвечает критериям формулы специальности 14.03.09 – 

Клиническая иммунология, аллергология. Проведенное исследование 

соответствуют разделу «Разработка и усовершенствование методов 
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диагностики, лечения и профилактики аллергических и 

иммунопатологических процессов» области исследования, указанной в 

паспорте этой специальности. 

Методология и методы исследования 

Методы исследования включали в себя колориметрическое определение 

цитотоксической активности NK-клеток, измерение фагоцитарной активности 

нейтрофилов и их фагоцитарного числа по отношению к частицам латекса. 

Определение экспрессии маркеров активации (CD1а, CD40, CD80, 

CD83, CD86, CD14, HLA-DR) дендритными клетками человека методом 

проточной цитометрии. 

Измерение уровня цитокинов (IL-1β, IL-2, IL-5, IL-6, IL-10, IFN-γ, TNF-

a, GM-CSF, IL-4) в сыворотке крови мышей линии C57BL/6 при помощи 

системы FlowCytomix на проточном цитометре. 

Определение линейного объема опухоли у животных с опухолью B16, 

определение активности ЦНС у животных путем оценки норкового и 

поискового рефлексов. 

Математическая обработка данных была проведена с помощью 

программы Statistica 10 (StatSoft, США). Для расчета статистической 

значимости отличий групп по количественным показателям использовались 

непараметрические критерии парного и множественного сравнения. 

Апробация работы 

Материалы диссертационного исследования докладывались и 

обсуждались на Всероссийской научно-практической конференции 

«Иммунопатология и иммунореабилитация: от теории к практике» (Пенза, 

2015) и Международной конференции “PhD Scientific Days 2017” (Венгрия,  

Будапешт, 2017). 

Апробация диссертации была проведена на заседании межлабораторной 

научной конференции ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 

морфологии человека» (протокол №8 от 17 апреля 2016 года). 
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Личный вклад автора в получение результатов 

Автор разработал дизайн диссертационной работы, освоил и 

эффективно применил экспериментальные методы исследования для решения 

поставленных задач; выполнил статистическую обработку и описал 

полученные результаты; сформулировал выводы и положения, выносимые на 

защиту. В получении и публикации части данных, помимо научных 

руководителей О.В. Калюжина и М.В. Киселевского, вместе с автором 

участвовали В.В. Решетникова (НИИ экспериментальной диагностики и 

терапии опухолей ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский 

центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России) и Н.К. Ахматова 

(ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. 

Мечникова»). Синтез изучаемых соединений осуществлен профессором А.Е. 

Земляковым (Таврическая академия ФГАОУ ВО «Крымский федеральный 

университет имени В.И. Вернадского»). При этом вклад автора в подготовку 

диссертации, автореферата и научных публикаций по теме диссертационного 

исследования является определяющим. 

Публикации 

По теме диссертации опубликованы 7 печатных работ, из них 2 статьи в 

рецензируемых научных журналах, рекомендованных Высшей 

аттестационной комиссией при Минобрнауки России. 

Объем и структура работы 

Диссертация изложена на 146 страницах машинописного текста и 

состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и методов 

исследования, 2 глав результатов собственных исследований, обсуждения, 

выводов, практических рекомендаций, списка использованной литературы. 

Работа иллюстрирована 5 таблицами и 49 рисунками. Указатель 

использованной литературы содержит 234 библиографических источника, в 

том числе 40 отечественных и 194 иностранных публикаций. 
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ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

  

 Разработка новых иммунотерапевтических методов существенно 

осложнена постоянной адаптацией и пластичностью иммунной системы в 

ходе ее ответа как на внешние угрозы, так и на патологию собственных тканей. 

В настоящее время эмпирический метод поиска перспективных направлений 

иммунотерапии нельзя считать достаточно рациональным и эффективным. 

  Задача создания иммуномодуляторов, усиливающих ответ на патоген и 

при этом не вызывающих или ограничивающих эндогенное поражение 

хозяина, является невозможной без всестороннего анализа фундаментальной 

основы механизмов иммунного ответа. Результат применения любого 

иммунотропного средства определяется целым рядом факторов клеточного, 

организменного и популяционного уровней, в связи с чем введение 

одинакового иммуномодулятора может оказывать различное влияние на 

противоинфекционный ответ в зависимости от экзогенных или эндогенных 

условий [207].  

А.В. Караулов и О.В. Калюжин недавно рассмотрели актуальные 

проблемы иммунотерапии инфекционных заболеваний через призму  решений 

Комитета по изучению новых направлений в иммунотерапии [21]. Этот 

Комитет, созданный Национальным исследовательским советом США на 

основе Научного института аллергии и инфекционных заболеваний в 2005 

году, сформулировал требования к рациональному поиску новых 

иммуномодуляторов и клиническому применению уже существующих 

препаратов [207]. Одним из наиболее перспективных объектов поиска новых 

иммуномодуляторов являются бактерии и их структурные компоненты [21]. 
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Глава 1. ИММУНОТЕРАПИЯ ПРИ ИНФЕКЦИОННЫХ 

ЗАБОЛЕВАНИЯХ 

 

С учетом вызовов, которые стоят перед современной клинической 

иммунологией, основными направлениями поиска новых методов 

иммунотерапии являются: терапия последствий изменений микроэкологии 

кишечной микробиоты; модулирование систем адаптивного иммунного 

ответа, в том числе введение терапевтических вакцин; манипулирование 

системами врожденного иммунитета [18, 194]. 

 

1.1. Коррекция состава микробиоты 

Исследования, направленные на изучение состав микробиоты, 

указывают на то, что результаты колонизации человека бактериями-

комменсалами являются благоприятными для здоровья организма-хозяина 

[207].  Информация о взаимодействии микробиоты и иммунной системы 

является теоретической базой для перспективных стратегий разработки новых 

иммуномодуляторов. К настоящему времени получена точная информация о 

количественном и качественном составе популяций комменсалов и 

симбионтов организма человека, что способствует модернизации 

представлений о механизмах взаимодействия микроорганизмов с иммунной 

системой организма-хозяина в контексте морфофункционального баланса 

Th1/Th2/Th17/Treg-лимфоцитов [180, 195].  

 Был проведен детальный анализ иммуногомеостатической роли 

бактерий-комменсалов ЖКТ человека и современных подходов, и принципов 

модуляции микробиоты с целью повышения эффективности лечения 

инфекционных болезней [12]. 

В свете последних открытий особенно перспективным является 

исследование роли рецепторов к компонентам бактериальных клеток, в 

частности семейства NOD-подобных рецепторов (NLR) как сенсоров сигналов 

со стороны комменсалов. 
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Лигандами NLR являются базовые мономеры пептидогликана – 

мурамилпептиды (МП). Другие PRR, такие как TLR, имеют либо 

стимулирующее действие на компоненты иммунной системы, либо, как в 

случае DC-SIGN, обладают способностью вызывать толерантность к 

антигенам.  

Обнаружена связь болезни Крона, хронического воспалительного 

заболевания кишечника, с наличием определенных аллельных вариантов 

NOD2, при которых снижается/теряется функция этих рецепторов [69]. 

Нарушение проведения сигналов через эти рецепторы является одним из 

звеньев патогенеза дисбиоза, включающего в себя избыточный рост 

численности комменсалов кишечника, и связанного с недостаточностью 

продуцирования эпителиоцитами антимикробных пептидов [58, 71, 114]. 

В свою очередь, вызванная мутацией гиперчувствительность 

рецепторов NLR приводит к периодическим синдромам диффузного 

воспаления ЖКТ, связанными с криопирином [193].  

Это указывает на то, что лиганды данных рецепторов участвуют в 

тонкой регуляции гомеостаза кишечного тракта и обеспечивают 

взаимодействие микробного и иммунного компонентов. Это позволяет 

использовать соединения, влияющие на NLR, не только как 

иммуномодуляторы, но и в качестве регуляторов кишечной микробиоты. 

Синтезируемый в слизистых оболочках IgA рассматривается в качестве 

фактора, поддерживающего колонизацию ЖКТ и, возможно, респираторного 

тракта симбионтами [70]. Появляется все больше доказательств того, что 

иммуноглобулины слизистых оболочек не только служат для борьбы с 

инвазией патогенов, но и обеспечивают нормальный состав и количество 

резидентной микробиоты. Изучены лиганд-рецепторные системы, за счет 

которых комменсалы/симбионты усиливают противоинфекционный 

иммунитет или инициируют развитие иммунной толерантности 

макроорганизма [206].  
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1.2. Модуляция адаптивного иммунного ответа 

Наиболее значимые успехи в борьбе с инфекционными патогенами 

достигнуты путем манипулирования системой адаптивного иммунного ответа. 

Вакцинация как терапия инфекционных заболеваний, за некоторыми 

исключениями, пока не вошла на широком уровне в медицинскую практику. 

Тем не менее, остается перспективной разработка и внедрение в клиническую 

практику вакцинации в качестве средства лечения хронических 

инфекционных заболеваний с длительной персистенцией возбудителя из-за 

малой эффективности иммунного ответа или лекарственной устойчивости. 

Элиминация вируса ВИЧ-1 является целью для большинства 

разрабатываемых противоинфекционных терапевтических вакцин. 

Обнадеживающие результаты достигнуты при использовании сходных вакцин 

при лечении вируса папилломы человека [48].  

Наряду с профилактической иммунизацией активно разрабатываются 

методы пассивной и активной иммунизации для лечения острых и 

хронических инфекционных заболеваний в качестве дополнения к 

химиотерапевтическим препаратам. В частности, был создан ряд препаратов и 

методик лечения пневмококковой пневмонии и менингококкового менингита, 

кори, дифтерии и скарлатины. 

Несмотря на определенные успехи в лечении данных заболеваний, 

разработка и широкое внедрение в клиническую практику антибиотиков 

привело к угасанию интереса к пассивной иммунной терапии. Массовые 

иммунизации населения к многим ИБ стали причиной снижения 

заболеваемости и уменьшения масштаба медицинской проблемы, 

представляемой данными заболеваниями. Развитие все новых штаммов 

возбудителей с множественной лекарственной устойчивостью, возродило 

интерес по отношению к ней. Полученные в ходе исследований данные 

подтвердили способность антител бороться с такими внутриклеточными 

патогенами, такими как Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes, и 
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Histoplasma Capsulatum. Подвергается сомнению тезис об относительной 

функциональной независимости компонентов иммуноглобулина и доказано 

участие С-доменов вместе с V-областями в связывании антигенов [64]. 

Успехи в понимании химической природы наследственности позволили 

к середине 70-х годов разработать гибридомную технологию, которая 

позволила создавать моноклональные антитела (мАТ) в практически 

неограниченных количествах и применять в клинической практике 

гибридомные рекомбинантные антитела высокой аффинности к практически 

любым антигенам. 30 препаратов на основе моноклональных рекомбинантных 

антител допущены к применению в клинической практике при опухолевых 

или аутоиммунных заболеваниях [182]. В дальнейшем были созданы 

химерные и гуманизированные антитела, имеющие больший период 

полувыведения по сравнению с их естественными аналогами.   

Значительный интерес вызывает потенциал антительной терапии 

вирусных инфекционных заболеваний, вызванных вирусом иммунодефицита 

человека, вирусами гепатита В и С. 

Целый ряд мАТ проходит клинические испытания I и II фазы. 

Мишенями данных препаратов являются не только антигены возбудителей, но 

и молекулы клеток организма хозяина, участвующие в проникновении 

возбудителей в цитоплазму клеток (CCR5 и CXCR4 при ВИЧ инфекции, 

фосфатидилсерин при вирусном гепатите С и ВИЧ-инфекции), а также 

рецепторы иммунокомпетентных клеток, проводящие регуляторные сигналы 

(PD-1 при гепатите C, CTLA-4 при ВИЧ инфекции и гепатите С). 

В ходе разработки новых препаратов на основе моноклональных антител 

возникла необходимость в установлении связей между сродством, 

специфичностью, изотипом, дозой и защитной активностью данных молекул, 

что указывает на то, что дальнейшие исследования взаимодействия системы 

гуморального иммунитета с системой врожденного иммунитета должны быть 

направлены на поиск эффективных средств контроля над активацией 
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противоинфекционного иммунного ответа, а также способов 

неспецифического контроля врожденного иммунитета, действующих в 

качестве адъювантов. 

Искусственное конструирование миметиков эпитопов возбудителей 

стало возможным благодаря определению трехмерного строения 

антигенсвязывающих участков антител и различных антигенов, 

взаимодействующих с соответствующими рецепторами Т-клеток и 

иммуноглобулинов [184, 77]. Полученные данные указывают на то, что 

возможно создание миметиков эпитопов таких возбудителей, как ВИЧ-1, 

вирусов гепатитов В и С, геморрагических лихорадок Эбола, Денге. Несмотря 

на это, наличие множества нерешенных проблем технического характера пока 

делает невозможным внедрение этих методов в клиническую практику. 

Поиск новых антигенов для индукции развития приобретенного 

иммунитета сталкивается с большими трудностями в связи с ограничениями 

их структуры, из-за чего разработка эффективных и безопасных вакцин 

нуждается во все более полном понимании механизмов развития адаптивной 

иммунной реакции, феноменов процессинга, презентации антигенов, 

рецепторов B- и Т-клеток и свойств комплексов костимулирующих сигналов 

[186]. 

Остаются малоизученными перспективы ДНК-вакцин. I поколение 

ДНК-вакцин характеризуется неудовлетворительным уровнем трансфекции в 

сочетании с низкой иммуногенностью. ДНК-вакцины II поколения смогли 

преодолеть большую часть этих недостатков благодаря разработке 

улучшенного строения кодирующих антигенов нуклеотидных 

последовательностей, совершенствования способов доставки и включения 

молекулярных адъювантов [84].  

Вакцинация с использованием ДК, включающим в свой состав антигены 

возбудителей, представляется перспективным подходом к стимуляции или 

инициации иммунного ответа в связи с ключевой ролью ДК в регуляции 

работы систем как врожденного и приобретенного иммунитетов. 
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Продолжается разработка новых форм и путей введения вакцин. 

Подтверждена статистически значимая эффективность 

иммуностимулирующих комплексов, вирусоподобных средств доставки, 

используемых в качестве средств доставки антигенов путем захвата 

дендритными клетками [103, 184]. Перспективным путем введения вакцин 

является использование виросом – модифицированных липосом, включающих 

в себя структурные компоненты патогена, связанные с адъювантами. Такие 

адъюванты, как монофосфориллипид А (TLR4-агонист) липопротеин (TLR2-

лиганд), CpG-олигонуклеотиды, а также синтетические аналоги 

иммуномодуляторов естественного происхождения вызывают статистически 

значимое увеличение иммуногенности виросом, содержащих антиген 

возбудителя [126, 190, 196]  

В разработке, находятся ректальный, парамукозальный, 

интравагинальный, сублингвальный методы введения вакцин. Остаются 

актуальными и вакцины в виде глазных капель [92]. 

 Представляется перспективной разработка аппликаций кожных 

пластырей, безыгольных методик, основанных на инъекционных растворах 

высокого давления, бомбардировка микрочастицами, а также методы 

мукозальной доставки вакцин, имитирующие механизмы естественного 

инфицирования слизистых оболочек. Главным препятствием на пути к 

широкому внедрению в клиническую практику мукозальной иммунизации 

является частое развитие иммунологической толерантности, что приводит к 

необходимости в пересмотре дизайна вакцин, способов их доставки и более 

эффективных адъювантов [232].  

В ходе исследований было обнаружен потенциал применения 

иммуномодуляторов естественного происхождения в качестве адъюванта к 

интраназальным вакцинам против респираторных инфекций [190]. В данном 

случае агонисты образ-распознающих рецепторов, способны стать 

эффективными факторами созревания и дифференцировки ДК ex vivo. 
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1.3. Модуляция врожденного иммунитета 

Для модуляции врожденного иммунитета необходимы как стимуляторы 

звеньев системы врожденного иммунитета, так и ингибиторы избыточных 

воспалительных реакций.  

С учетом этого, становятся очевидными три подхода к наиболее 

рациональному терапевтическому увеличению эффективности систем 

врожденного иммунного ответа: использование антимикробных пептидов; 

стимулирование экспансии эффекторных клеток, активируемой системой 

врожденного иммунитета; применение агонистов PRR и препаратов, 

модулирующих пути, опосредованного PRR ответа. 

Использование катионных антимикробных пептидов 

Изучение катионных антимикробных пептидов в качестве кандидатов 

для создания иммунотропных лекарственных препаратов можно оценивать по 

их способности к модуляции врожденного иммунного ответа и борьбы с 

инфекцией, а также по способности модулировать иммунный ответ [93].

 Антимикробные пептиды, отличающиеся высокой степенью 

консервативности, синтезируются эпителиоцитами и фагоцитами и обладают 

широким спектром действия и активности по отношению к грибам, 

простейшим, оболочным вирусам и бактериям. 

Эти пептиды, содержащиеся в слизи и других биологических жидкостях, 

находящихся на границе организма и окружающей среды, являются одним из 

базовых компонентов врожденного иммунитета эпителиальных поверхностей, 

и участвуют в первичном контакте с патогеном [155]. В высокой концентрации 

они проявляют бактерицидные свойства, а в малых дозах модулируют другие 

звенья врожденного иммунитета. Однако в ходе создании препаратов на 

основе данных пептидов возник ряд существенных трудностей, связанных с 

чувствительностью к протеазам и выраженной токсичностью [127]. 

Наиболее рациональным путем их преодоления представляется 

модификация первичной структуры этих пептидов и разработка аналогичным 

им синтетических миметиков [189]. 
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Использование агонистов PRR и препаратов, модулирующих PRR- 

опосредованный ответ 

Обнаружены и описаны многие PRR, такие как мусорные рецепторы, 

TLR-, NLR-, RIG1-подобные рецепторы (RLR), рецепторы к компоненту С3b-

комплемента (CR3), дектин-1 и некоторые другие молекулы, реагирующие на 

микробные сигналы различных классов. Открытие PRR вызвало появление 

широкого интереса к их лигандам как перспективным иммуномодуляторам, 

действующим на врожденный и приобретенный иммунитет. Более того, 

прояснились механизмы фармакологических эффектов целого ряда ранее 

созданных и уже внедренных в клинику иммуномодуляторов, например 

бактериальных лизатов [56].  

Является оправданным поиск более эффективных и безопасных 

адъювантов среди агонистов PRR с целью увеличения эффективности вакцин. 

Несмотря на наличие адъювантной активности у множества известных 

соединений, лишь некоторые из них нашли свое место в клинической 

практике. Соли алюминия и AS04 (гидроксид алюминия + 

монофосфориллипид А) являются одними из немногих адъювантных 

препаратов, используемых в клинической практике на территории США и 

других развитых стран.  

Во время поиска более эффективных адъювантов была обнаружена 

биологическая активность микроб-ассоциированных молекулярных паттернов 

(MAMP), включающих лиганды TLR. Относящиеся к группе TLR-агонистов 

соединения, такие как CpG-олигонуклеотиды (TLR9-лиганды) и поли(I:C) 

(лиганды TLR3), индуцируют продукцию провосполительных цитокинов и 

хемокинов, и интерферонов 1-го типа, стимулируя адаптивные Th1-зависимые 

защитные механизмы и потенцируют врожденные эффекторные реакции 

против патогенов [68, 198].  

Еще одной группой веществ с доказанной адъювантной активностью, 

распознаваемых PRR, являются мурамилпептиды. Адъюванты этой группы 

является агонистами NLR и способны воспроизводить механизмы 
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активирования адаптивного иммунного ответа, в естественных условиях 

происходящие при контакте с бактериями или их частями [231]. 

 

Глава 2. ИММУНОТЕРАПИЯ ПРИ НОВООБРАЗОВАНИЯХ 

 

Разностороннего анализа требуют проблемы и вызовы иммунотерапии 

опухолевых заболеваний. Несмотря на то, что многие иммунные механизмы 

борьбы с вирусным заражением схожи с таковыми при борьбе с 

переродившимися клетками, защита от новообразований поддерживается 

другими механизмами, нежели защита от инфекционных патогенов. Главным 

отличием новообразований от инфекционных процессов является 

филогенетическая тождественность опухолевых клеток клеткам 

макроорганизма. Это создает препятствия, как к их распознаванию клетками 

иммунной системы, так к их элиминации. Эти же проблемы является 

актуальными и при попытках применения иммунотерапии в качестве способа 

борьбы с новообразованиями. Опухолевые клетки способны вырабатывать 

механизмы избегания или подавления иммунного ответа.  

Иммунотерапия новообразований основана на опосредованном 

уничтожении опухолей посредством манипуляций компонентов иммунной 

системы. В связи с тем, что объектом манипуляции могут стать различные 

звенья противоопухолевого иммунного ответа, в разработке находятся 

различные методики иммунотерапии, которые можно условно разделить на 

активные и пассивные, каждая группа которых может быть специфической по 

отношению к конкретному типу опухолевых клеток или неспецифической.  

К методам активной иммунотерапии относится индукция 

противоопухолевого иммунитета стимуляцией звеньев иммунного ответа.  

Активная специфическая иммунотерапия заключается в искусственном 

формировании специфического клеточного противоопухолевого ответа. 

Малая иммуногенность большинства видов опухолей является главным 

препятствием к созданию эффективных видов подобной иммунотерапии [29]. 
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Активная неспецифическая иммунотерапия действует на все звенья 

противоопухолевого иммунитета посредством использования цитокинов и 

адъювантов различного происхождения. Неспецифичность воздействия 

ограничивает эффективность терапии, основанной на подобной методике, и 

требует более полного понимания механизмов работы иммуностимуляторов и 

иммунорегуляторов.  

Пассивная специфическая иммунотерапия заключается в применении 

моноклональных антител к антигенам, экспрессируемым опухолевыми 

клетками или же в адоптивном переносе в организм иммунных эффекторов, 

активированных по отношению к перерожденным клеткам. 

Адоптивная иммунная терапия позволяет активировать звенья 

противоопухолевого иммунитета посредством переноса аутологичных или 

аллогенных иммунокомпететных клеток, активированных ex vivo [23]. 

Основными популяциями клеток, применяемыми для адоптивной 

терапии, являются генетически модифицированные иммунокомпетентные 

клетки (CART), опухоль-инфильтрирующие лимфоциты (TIL), а также 

популяции киллерных клеток, такие как цитокин-индуцированные киллеры 

(CIK) или лимфокин-активированные киллеры (LAK). 

CART-клетки, являющиеся искусственной популяцией иммуноцитов, 

несут на своей поверхности химерные стуруктуры, мимикрирующие или 

воспроизводящие опухолевые антигены. Данные клетки способны 

пролиферировать и поддерживать выживание собственной популяции после 

переноса в макроорганизм и их применение является одним из наиболее 

перспективных направлений адоптивной иммунотерапии [164, 177, 136, 179]. 

TIL-клетки, или опухоль-инфильтрирующие лимфоциты, 

рассматриваются в качестве метода лечения меланомы в виде селекции in vitro 

опухоль-специфичных линий T-клеток с MHC-обусловленной 

противоопухолевой активностью [185]. Однако иммунотерапия, основанная 

на использовании популяций TIL-клеток, имеет неудовлетворительную 

эффективность в условиях клиники, что возможно связано с частой потерей 
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экспрессии неоантигенов опухолевыми клетками и слабой иммунной 

инфильтрацией новообразований. Также большим недостатком данного 

метода является высокая стоимость и техническая сложность [122]. 

Цитокин-индуцированные киллеры (CIK) показали свою эффективность 

в предотвращении рецидивов опухолевых заболеваний после радикального 

удаления пораженного органа. Данная популяция клеток, являющаяся 

аутологично измененными T-клетками, которые после манипуляции 

приобретают свойства как T-клеток, так и NK-клеток. [187 222]. Лимфокин-

активированные киллеры (LAK) производятся путем коинкубации 

мононуклеарных лейкоцитов с IL-2, что приводит к проявлению ими 

цитотоксических свойств. Полученные в ходе манипуляции NK-клетки 

обладают более широкой противоопухолевой активностью и способны 

уничтожать больший диапазон перерожденных клеток. LAK терапия 

испытывается на случаях рака легкого, почки, молочной железы и меланомы. 

Главными недостатками данного метода является необходимость 

поддержания жизнеспособности модифицированных клеток путем 

постоянного введения IL-2, который способен ускорять пролиферацию 

нативных иммуносупрессорных Treg-клеток. В связи с этим в качестве 

альтернативного фактора созревания LAK-клеток рассматривается IL-15 [176, 

106]. 

Несмотря на постоянный поиск новых антигенов, специфичных только 

для опухолей, эффективность моноклональных антител уменьшается при 

избегании опухолью иммунного ответа и изменении антигенов в результате 

мутации. Так же остается высокой цена производства моноклональных 

антител, особенно в индивидуальных случаях. 

 Исследование возможности применения пассивной неспецифической 

иммунотерапии опухолей в клинике не является приоритетным направлением 

научного поиска в связи с малым количеством известных соединений, 

обладающим выраженным противоопухолевым эффектом, и высоким риском 

развития осложнений и побочных реакций при их применении. 
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Активная неспецифическая иммунотерапия является перспективной в 

плане создания эффективного лечения опухолевых заболеваний.  

Одним из походов к разработке новых методов активной 

неспецифической терапии является борьба с иммуносупрессией, вызываемой 

опухолевыми клетками. В условиях клиники в настоящее время проходят 

испытания препараты на основе моноклональных антител к рецептору CTLA-

4, экспрессируемому иммунокомпетентными клетками, и рецептору PD-1, 

экспрессируемому опухолевыми клетками. 

CTLA-4 вызывает при активации иммуносупрессию и лиганды к нему 

часто присутствуют на мембране высокоагрессивных форм опухолей. В то же 

время контакт с PD-1 вызывает у иммунокомпетентных клеток 

преждевременный апоптоз [149, 154, 181, 183].  

Несмотря на продолжающиеся клинические испытания, пока не 

доказано достоверного эффекта у пациентов, получающих препараты, 

блокирующие данные рецепторы. Также были выявлены тяжелые и иногда 

жизнеугрожающие побочные действия испытуемых препаратов, что связано с 

недостаточной изученностью роли блокируемых ими рецепторов в 

иммунорегуляции. 

Альтернативой изолированному применению моноклональных антител 

и средств адоптивной терапии может стать их совместное использование. 

Наиболее перспективным на данный момент является комбинирование двух 

методик на стадии создания адоптивных популяций, а также использование 

модифицированных дендритных клеток для манипуляции клетками ex vivo 

[153, 102].  

В связи с вышеперечисленными проблемами, обнаруженными в ходе 

лабораторных и клинических испытаний, сохраняет свою актуальность и 

изучение иммуномодуляторов широкого спектра действия как средств 

неспецифической активной иммунотерапии опухолей. Они способны 

усиливать иммунный ответ на переродившиеся клетки, подавлять 

производимую ими имуносупрессию и обладают меньшей стоимостью и более 
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простым применением по сравнению с другими методами иммунотерапии. 

Механизмы действия многих иммуномодуляторов хорошо изучены и поэтому 

становится возможным создавать при их применении прогностические 

критерии эффективности. Среди иммуномодуляторов, обладающих 

доказанной эффективностью при опухолевых заболеваниях, перспективными 

являются иммуномодуляторы естественного происхождения, такие как 

мурамилпептиды. 

 

Глава 3. МУРАМИЛПЕПТИДЫ КАК ПЕРСПЕКТИВНЫЕ 

ИММУНОМОДУЛЯТОРЫ ШИРОКОГО СПЕКТРА ДЕЙСТВИЯ 

 

3.1. Мурамилдипептид: общая характеристика, история изучения 

Мурамилпептиды являются мономерами пептидогликана клеточной 

стенки бактерий. Гибридная структура (олигопептид + моносахарид или 

дисахарид) позволяет мурамилпептидам формировать гетерополимеры с 

достаточно высокой механической и химической устойчивостью, в которых 

горизонтальные соединения мономеров обеспечивают β-1,4-гликозидные 

связи между N-ацетилглюкозамином и остатоком N-ацетилмурамовой 

кислоты, в то время как роль вертикальных связывающих цепей выполняют 

олигопептиды, состоящие из 4-5 аминокислот.  

Первый представитель группы данных соединений, МДП, был открыт в 

1974 году при поиске минимального действующего компонента адъюванта 

Фрейнда [82]. Адъювант Фрейнда был разработан в 1937 году и является 

масляной эмульсией, содержащей убитые термическим воздействием 

микобактерии. Он способен инициировать как гуморальный, так и клеточный 

иммунитет [89]. В связи с высокой токсичностью адъюванта Фрейнда, его 

практическое применение ограничено ветеринарной практикой и 

фундаментальными исследованиями, но дальнейший поиск активных 

компонентов адъюванта Фрейнда привел к получению нескольких 

гликопептидов, в том числе МДП [157, 221]. Было выявлено, что МДП 
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является минимально возможным компонентом, способным заместить 

микобактерию в составе адъюванта Фрейнда [137]. 

МДП имеет в своем составе N-ацетилмурамовую кислоту, D-аланин и 

D-изоглутамин (или D-глутамин). D-аланин находится на первой позиции, D-

изоглутамин на второй, L-лизин или DAP занимают позицию третьей 

аминокислоты.  

МДП способен вызвать индукцию как гуморального, так и клеточного 

иммунного ответа. Но, в отличие от полного адъюванта Фрейнда, МДП не 

несет в своей структуре антигенов и, таким образом, не инициирует выработку 

специфических иммуноглобулинов [137]. МДП усиливает иммунный ответ за 

счет усиления синтеза IFN-γ и других цитокинов и запускает процессы 

пролиферации и дифференцировки у иммунокомпетентных клеток [188, 201, 

210]. 

В то время как основным рецептором, распознающими МДП, является 

NOD2, муропептиды, содержащие DAP распознаются рецептором NOD1. 

МДП и подобные ему молекулы усиливают экспрессию поверхностных 

маркеров, необходимых для клеточной адгезии и презентации антигенов и, 

таким образом, вызывают усиление фагоцитарной активности и 

иммуноглобулин-ассоциированной цитотоксичности [74, 76, 113, 160, 168, 

215,]  

Химическая структура муропептидов играет ключевую роль в их 

распознавании иммунокомпететными клетками в качестве адъювантов. 

Муропептиды способны к синергии с другими адъювантами, такими как 

Липополисахарид (ЛПС) распознаваемый Toll-подобным рецепторами-4 

(TLR4), что увеличивает эффективность муропептидов при совместном 

введении. Данный эффект был обнаружен при исследовании эффекта 

синергии адъювантов на мононуклеарных лейкоцитов  цельной крови, 

моноцитов и других клеточных линии иммунокомпетентных клеток, а также 

на модели крысиной анорексии [72, 123, 142, 162, 209, 211, 214, 220, 230]. 
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3.2. Механизмы иммунотропной активности мурамилпептидов 

Рецептор NOD2, распознающий МДП и его производные, играет роль 

регулятора адаптивного и врожденного звеньев иммунного ответа, 

экспрессируется макрофагами, дендритными клетками, мононуклеарными 

лейкоцитами периферической крови и кишечными эпителиальными клетками 

(в том числе клетками Панета) [105, 132,141, 166, 167]. NOD2 регулирует 

синтез цитокинов, хемокинов и антимикробиальных белков [97, 117, 174, 224] 

и характеризуется наличием трех составных частей:  

1) Эффекторный N-терминальный участок, содержащий участок 

присоединения каспазы (CARD);  

2) Участок связывания нуклеотида (NBD), и зона связывания АТФ, 

необходимая для олигомеризации сигнальной цепи;  

3) Богатые лейцином повторения (LRR) [83, 118, 119, 156]  

После конъюгации с МДП рецептор NOD2 присоединяется к RIP2 

киназе посредством CARD-CARD гомофильных взаимодействий [55, 116, 

133]. Передача сигнала к RIP2 киназе ведет к запуску NF-kB транскрипторной 

активности посредством передачи сигнала по комплексам IKK (IkB киназа) и 

MAP киназы. В результате начинается продукция провосполительных 

цитокинов и хемокинов, таких, как интерелейкин-6 (IL-6), интерелейкин-8 (IL-

8), интерелейкин 12 (IL-12) и фактор некроза опухоли-α (TNF-α) [131, 147]. 

Остаются неизвестными строение и функциональные особенности 

белков, регулирующих прохождение сигналов через систему NOD2. К таким 

белкам относится Эрбин. Данный белок является ингибитором активации 

NOD2 посредством блокирования CARD и остановки передачи сигнала и 

активации NF-kB NOD2 и RIP2 киназа так же принимают участие в регуляции 

апоптоза и воспалительных процессов через влияние на каспаза-1 зависимое 

созревание L-1β и IL-18 [51, 67, 138, 152, 228]. Для инициации каспаза-1 

зависимой продукции IL-1β после контакта клетки с МДП необходима 

стимуляция NOD2 и RIP2 киназы [169]. 
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Нарушение сигнального пути, в котором участвует рецептор NOD2, 

может способствовать развитию хронических воспалительных заболеваний 

желудочно-кишечного тракта у человека. В ходе генетического скрининга, у 

30-40 % больных болезнью Крона были обнаружены 3 вида мутации генов, 

ответственных за экспрессию NOD2 [115, 167]. Воспалительные заболевания 

толстой кишки, такие как болезнь Крона, вызываются сочетанием факторов 

генетики, эпигенетики, условий окружающей среды и сопровождаются 

чрезмерной выработкой цитокинов и хронической гиперстимуляцией 

энтеральной иммунной системы [60, 87, 143, 152]. Секвенирование 

генетического кода определило местоположение генов, кодирующих NOD2, 

которые у человека данные гены расположены в локусе IBD1. на хромосоме 

16q12. Была выявлена связь между мутациями на данном локусе и развитием 

болезни Крона [115]. Все мутации, ассоциированные с развитием болезни 

Крона были обнаружены рядом с участком, кодирующим LRR, находящимся 

на C-конечном участке белка. Мутация 3020insC приводит к возникновению 

преждевременного стоп-кодона, который частично прерывает участок LRR, в 

то время как мутации R702W и G908R приводят к одиночному полиморфизму 

нуклеотидов [43, 128]. Точный механизм развития болезни Крона при данных 

мутациях остается неизвестным. Ведущей гипотезой связи данных мутаций и 

болезни Крона является гипотеза о развитии нерегулируемого иммунного 

ответа из-за нарушения регуляционных сигналов от мутантного Toll-

подобного рецептора иммунокомпететных клеток. Также проверяется 

гипотеза о нарушении функционирования клеток Панета [54, 132, 175, 218, 

219, 223]. 

Нейротропность МДП и его производных остается плохо изученной по 

сравнению с таковой у ЛПС. Исследования, проведенные на крысах, показали 

способность МДП влиять на функции центральной нервной системы, но 

точный субстрат нейротропного действия МДП пока не известен [45]. 

Активация NOD2 рецепторов и последующая экспрессия провосполительных 

и пирогенных цитокинов может оказывать влияние на клетки центральной 
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нервной системы, что указывает на неспецифичность действия МДП [57]. До 

конца не ясно, в какой степени нейротропные эффекты МДП являются 

прямыми или опосредованными [86].  

 

3.3. Модификация структуры МДП в рамках поиска эффективных и 

безопасных иммуномодуляторов 

Клиническое применение немодифицированнного МДП затруднено в 

связи с его пирогенной активностью, которая связана с индукцией выработки 

эндогенных пирогенов. Ограничение дозы препарата делает его применение 

неэффективным из-за быстрого выведения МДП с мочой, что является 

следствием высокой гидрофильностью молекулы МДП. 

Структура молекулы МДП может быть с относительной легкостью 

модифицирована, что позволяет создавать ее синтетические аналоги с целью 

улучшения биодоступности или усиления иммунотропной активности. 

Раскрытие механизма действия МДП и его производных привело к 

увеличению интереса научного сообщества к влиянию структуры 

производных МДП на их взаимодействие с рецептором NOD2. 

 

3.3.1. Липофильные производные МДП 

Липофильные соединения обладают большей биодоступностью по 

сравнению с их липофобными аналогами, что позволяет уменьшить 

наименьшую эффективную дозу препарата. 

Мурабутид (N -ацетилмурамил-L-аланил-D-изоглютамин-n-бутиловый 

эфир) является одним из производных МДП с увеличенной липофильностью, 

находящихся в стадии клинических испытаний. Мурабутид усиливает 

неспецифическую резистентность к бактериальным и вирусным инфекциям, 

имеет малую пирогенность и уменьшает летальность у мышей после введения 

LPS [66, 98, 172, 173]. Мурабутид способен к синергии с антивирусными и 

антивоспалительными цитокинами, такими как IFN-α, а также может 
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усиливать противоопухолевый эффект IFN-α и IL-2 на мышиных моделях [49, 

178]. 

Экспериментальные данные указывают на то, что Мурабутид оказывает 

влияние на продукцию цитокинов без активации синтеза провосполительных 

факторов [50]. Введение данного вещества совместно с интерлейкином-2 

мышам с саркомой линии Meth-A вызвало значимое торможение роста 

опухоли у 70 % животных экспериментальной группы. Мурабутид способен 

тормозить репликацию ВИЧ-1 в остро зараженных макрофагах и дендритных 

клетках моноцитарного происхождения [74]. 

Инкапсулированное в липосомы производное МДП, иммуномодулятор 

(MTP-PE), или МДП, коньюгированный полигуалиновой кислотой, показали 

значимые значения противоопухолевой активности в эксперименте [129, 202]. 

Паклитаксель (Taxol®), конъюгированный с МДП обладает не только 

противоопухолевой активностью, но и иммуностимулирующим эффектом 

[146]. 

N-ацетилглюкозамин-N-ацетил-мурамил-L-аланил-D-изоглютамин-L-

аланил-глицерил дипальмитат (ImmTher) способен инициировать 

нейтрофильный лейкоцитоз и повышение экспрессии TNF.  

 

3.3.2. Производные МДП с модифицированным пептидом 

С точки зрения эффективности разработки новых лекарственных 

препаратов наиболее легким элементом для модифицирования МДП является 

олигопептид. 

В ходе поиска новых более эффективных и безопасных модификаций и 

аналогов МДП было проведено экспериментальное испытание гликомурид-

пептидов с измененной пептидной цепью. Для определения адъювантной 

активности у вновь синтезированных модификаций МДП испытуемое 

соединение в растворе воды и минеральных масел вводилось морским свинкам 

совместно с гетерологичными белковыми антигенами или азобензенарсонат-

N-Ацетил-L-Тирозином для определения влияния испытуемого соединения на 
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развитие реакции замедленного типа. В ходе испытания исследуемых 

препаратов на модели индуцированного энцефалита, модифицированные 

муропептиды вводились лабораторным животным совместно с 

энцефалолитогенными антигенами. Данные, полученные в ходе этой работы, 

указывают на то, что аминокислота L-Аланин, входящая в состав N-

ацетилмурамил-L-Аланин-D-Изоглутамина (МДП-L-D), может быть заменена 

другой L-аминокислотой, такой как L-Серин, в то время как замена L-Аланина 

на D-Аланин (МДП-D-D) резко снижает адъювантную активность.  

Также было выявлено, что функциональность D-глутамовой кислоты 

важна для общей иммунотропной активности, в то время, как изменение 

структуры α-амида не оказывает влияния на иммунотропность. D-

аспартановый, D-норлейциновый и L-изоглутаминовый аналоги МДП (MDD-

L) не имели иммунотропной активности. Но гликомуриды с заменой D-

изоглутамина на D-глутамовую кислоту или на α, γ-диметил эфирные аналоги 

обладали повышенной иммунотропность по сравнению с 

немодифицированным соединением [41, 42, 78]. 

Аналог МДП, у которого D-изоглутамин заменен на D-глутамин, D-

глутаминовую кислоту или D-изоаспарагин, имеет значительно меньшую 

адъювантную активность, в то время как замена D-аминокислот пептидной 

цепи на L-аналоги вызывает полное исчезновение иммунотропности.  

Изменение структуры пептида МДП позволяет менять не только их 

иммуномодулирующую активность, но и липофильность всей молекулы.  

Среди липофильных аналогов МДП с модифицированным пептидом 

иммунотропную активность в эксперименте показали Мурамилтрипептид 

(МТП)-Холестерол, содержащий гидролизуемый сложный эфир и МТП-

октадекан или МТП-гептадекафтороктадекан, содержащие 

негидролизируемые эфиры. Изучение МТП-холестерола показало наличие у 

него выраженной иммунотропной активностью по отношению к макрофагам 

линии RAW264.7. На это указывает повышение концентрации нитритов 

внутри этих клеток, что позволяет предположить об повышении активности 
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NO-синтетазы. Данный фермент является одним из основных факторов 

цитостатической активности макрофагов в противомикробных звеньях 

иммунной системы. С другой стороны, липофильные эфиры МДП не имели 

иммунотропной активности, что позволяет предположить, что липофильные 

аналоги МДП нуждаются в гидролизации внутри клеток для превращения в 

иммунотропные гидрофильные метаболиты [139, 233]. 

3.3.3. Полимурамил как активатор рецепторов NOD1 и NOD2  

Несмотря на то, что большинство изучаемых муропептидов являются 

синтетическими или полусинтетическими соединениями, поиск эффективных 

иммуномодуляторов естественного происхождения остается актуальной 

задачей. Новые методики очистки позволили создать соединения, более 

безопасные, нежели адъювант Фрейнда. Перспективным препаратом на 

основе продуктов лизоцимного гидролиза Salmonellae typhi является 

полимурамил, представляющий из себя собой комплекс муропептидов [32]. 

Данное соединение является смесью из трех муропептидов : β-N-ацетил-D-

глюкозаминил-(1→4)-N-ацетил-D-мура-моил-L-аланил-D-изоглютаминил-

мезо-диаминопимелиновая кислота, β-N-ацетил-D-глюкозаминил-(1→4)-N-

ацетил-D-мурамоил-L-аланил-D-изоглютаминил-мезодиаминопиме - лоил-D-

аланин); 3) димер предыдущего соединения в котором мономерные остатки 

соединены амидной связью между карбоксильной группой терминального D-

аланина одного остатка и ω-аминогруппой мезо-диаминопимелиновой 

кислоты другого остатка.  

В работах М.В.Пащенкова и соавторов показано, что данный комплекс 

соединений обладает иммунотропной активностью по отношению к 

широкому спектру иммунокомпетентных клеток, а также умеренной 

эффективностью в комплексной терапии гнойно-воспалительных заболеваний 

кожи и мягких тканей [33, 34]. Тем не менее, степень клинической 

эффективности полимурамила требует уточнения в дальнейших 

контролируемых испытаниях с большим количеством больных [30, 31]. 
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3.3.4. Влияние модификации сахаридной части мурамилпептидов на их 

иммунотропную активность 

Влияние изменения участка молочной кислоты (С3) на биологическую 

активность производных МДП 

Хиральность участка молочной кислоты МДП влияет как на 

стабильность, так и на иммунотропную активность соединения. В то же время, 

нор-МДП, не обладающий метиловым радикалом на той же позиции, 

отличается таким же уровнем иммунотропности при меньшей токсичности 

[73]. 

Влияние изменения N-ацетильного участка (C2) МДП на 

иммунотропность производных МДП 

Замена ацетоамидной группы на OH-, NH2- или N-группы не снижает 

иммунотропности производных МДП. В то же время, деаминые или деоксные 

модификации теряют способность вызывать реакцию замедленного типа на 

азобензенарсонат-N-ацетил-L-тирозин у морских свинок. Введение 

липофильной ацетиламидной группы увеличивает адъювантную активность 

полученного соединения [46, 108].  

 

Влияние 4, 6-O-замещения D-глюкозамина (C4, C6) на 

иммуномодулирующую активность мурамилпептидов 

N-Ацетил-β-D-глюкозаминил МДП превосходил МДП в способности 

вызывать у морских свинок реакцию замедленного типа и повышать уровень 

антител к овобулину [108, 140]. В положении C-6, гидроксильная группа 

может быть заменена на тиольную, аминную или на неацилированную 

аминную группу без потери иммунотропности у полученного соединения 

46[4]. Уместно сравнение липофильных 6-S-ацил производных МДП с 6-O-

ацил производными МДП, которые обладают высокой активностью [109]. 

Ацилация углевода в положении 6 при помощи миколических кислот, 

гидроокисных жирных кислот и хининалканоиков, усиливала активность 

полученного препарата по отношению к ВИЧ-1 и опухолям различного генеза 
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[91, 135]. 6-О-(тетрадецилгексадеканоил)-N-ацетилмурамил-L-аланил-D-

изоглютамин (B30-МДП) показал наличие адъювантной активности при 

индукции адаптивного иммунного ответа [192]. Модификации МДП, 

основанные на ваминоалканокарболовой кислоте, замещенной N-Акридином, 

показали наличие стимуляции цитотоксической активности NK клеток, 

полученных из селезенок здоровых животных и животных с меланомой AB 

[80,81] 

Дезмурамилпептиды 

Карбоциклический аналог МДП, в котором N-ацетилмурамовая кислота 

была заменена на циклогексанол, был не способен усиливать реакцию 

замедленного типа у морских свинок [46]. Другие карбоциклические аналоги, 

синтезированные в реакции перестановки Ферье, не имели отличий в 

активности от немодифицированного МДП, стимулируя неспецифические 

механизмы защиты от вирусных и бактериальных инфекций, высвобождение 

колониестимулирующих факторов, противоопухолевую активность и синтез 

IL-1 макрофагами [94]. 

А-карбоциклический нор-МДП аналог, в котором N-ацетилмурановая 

кислота была заменена на транс-2-[[2′-(ацетиламино)циклогексил] окси] 

ацетиловую группу, а D-изоглутамин на D-глутамовую кислоту, обладал той 

же степенью адъювантной активности, что и немодифицированный МДП. В 

то же время данное соединение было апирогенным и менее токсичным [130]. 

Были проведены попытки замещения N-ацетилмурановой кислоты на N-

фталоитированные аминокислоты и фталамидо-дополненную 

аминоэтоксиуксусную кислоту [99, 212]. Дезмурамилпептид LK423 усиливает 

синтез IL-10 клетками селезенок мышей, подвергшихся действию 

циклофосфороамида, а также уменьшает тяжесть декстранового колита у 

лабораторных животных. Это делает данное соединение базой для 

перспективной разработки новых противовоспалительных препаратов. LK423 

стимулирует продукцию фактора некроза опухоли у культуры человеческих 

мононуклеарных лейкоцитов, стимулированных 13-ацетатом и иономицином 
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[100, 159, 165, 194]. Аналоги LK 415 и LK 517 с добавлением Адамантана, а 

также LK 423 являются регуляторами синтеза IL-12 и IFN-γ. Фосфонатный 

участок, введенный в LK 415 играет ключевую роль в усилении синтеза 

цитокинов T-клетками [144, 213]. В ходе исследований было обнаружено, что 

DFK1012, производное МДП, обладает выраженным противовоспалительным 

эффектом. Данное свойство этого соединения является следствием его 

взаимодействия с TLR и NLR рецепторам. 

3.3.5. Влияние модификаций агликона на иммунотопопную 

активность гликозидов МДП 

Гидроксильная группа в положении C1 может быть удалена или 

заменена тиольной группой без изменения иммунотропности [108]. Замена на 

липофильные α- или β-бензил-гликозидные группы и 1-O-ацильные и 1-S-

aцильные группы, изменяет адъювантную активность соединения [109]. 

Отдельные исследования показали, что увеличение углеродного числа 

агликона соответственно увеличивает способность производного МДП 

усиливать цитотоксичскую активность натуральных киллерных клеток. Эти 

данные противоречат исследованиями, проведенным коллективом во главе с 

О.В. Калюжиным [13]. 1-O-ариловый и 1-S-ариловые аналоги показали в 

экспериментах способность стимулировать устойчивость макроорганизма к 

бактериальному заражению. Замещение в ароматическом кольце может 

вызывать изменение цитолитической активности по отношению к клеткам 

линии K562. На это указывает отсутствие заметного цитолитического эффекта 

у незамещенного фенил-тиогликозида в отличие от его замещенных аналогов 

[213]. Некоторые исследования показали наличие большего адъювантного 

эффекта у β-метилгликозида МДП по сравнению с α-метил гликозидом [63]. 

Другие исследования показали полное отсутствие иммунотропности у α-

гликозидов МДП, что говорит о важности конформационной структуры 

гликозидов при их распознавании NOD2 рецептором. Подтверждением этому 

является потеря соединениями иммуноторопности при введении в аномерный 

центр паминофенильной группы. В то же время присоединение неактивного 
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p-аминофенил β-гликозида к глюталальдегиду приводит к частичному 

восстановлению иммунотропности полученного олигомера. Более того, 

данный олигомер превосходил немодифицированный МДП по способности 

защищать экспериментальных животных от инфекционных заболеваний [200]. 

Эксперименты in vivo показали, что степень липофильности агликона 

способна оказывать влияние на биологическую активность производных МДП 

путем увеличения адъювантной активности и снижения пирогенности [101]. 

Примером манипуляции с липофильностью соединений является введение 

перфторалкильной группы в аномерное положение глюкойдного участка [52]. 

3.3.6. Амфифильность β-гликозидов МДП как фактор повышения их 

биологической активности 

β-гликозиды МДП стали объектом интереса для отечественной 

иммунологии и фармакологии в начале 90-х годов XX века, когда были 

проведены первые работы по изучению их иммунотропной активности на 

базовых иммунологических моделях. В ходе данных экспериментов была 

выявлена значимая иммунотропная активность производных МДП, сравнимая 

или превышающая таковую у немодифицированного МДП [8, 11]. 

Обнадеживающие результаты первых серий исследований подтолкнули 

научный коллектив во главе с О.В. Калюжиным к расширению спектра работ 

как по поиску наиболее активного β-гликозида МДП, так и по попытке 

объяснить более высокую активность данной группы соединений по 

сравнению со сходными α-гликозидами МДП. Серии экспериментов, 

проведенных in vitro указывали на то, что степень липофильности соединений 

влияет на биологическую активность гликозидов МДП и подтвердили, что 

амфифильные β-гликозиды МДП обладают биологической активностью, 

превышающую таковую у их липофильных аналогов [3, 5]. 

В ходе последовавших серий экспериментов среди изучаемых 

соединений было отобрано соединение, наиболее подходящее для внедрения 

в клиническую практику. Таким соединением оказался β-гептилгликозид 

МДП, использовавшийся опредленный период времени на практике в качестве 
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биологической активной добавки к пище под коммерческим названием 

Глимурид [5]. Первоначальной сферой применения данного препарата стала 

неспецифическая стимуляция иммунного ответа при хронических 

инфекционных заболеваниях. Достоинством β-гептилгликозида МДП по 

сравнению с другими соединениями данной группы является легкость синтеза, 

что позволяет снизить расходы при массовом производстве и таким образом 

снизить цену готового препарата при коммерческой продаже [4]. 

 Одновременно с началом клинических исследований этого 

иммуномодулятора продолжилось более подробное изучение свойств новых 

производных МДП с применением различных экспериментальных моделей. 

Проведена серия исследований на предмет изучения активности β-

гептилгликозида МДП in vivo на модели лимфомы EL-4 у мышей [7]. 

Исследования на моделях in vivo показали наличие противоопухолевого 

эффекта введения препарата животным-опухоленосителям. 

Доказана перспективность применения β-гептилгликозида МДП для 

профилактики инфекционных осложнений у онкологических больных [25]. 

 Использование Глимурида у больных хроническим описторхозом 

позволило снизить выраженность иммунных расстройств после проведенной 

дегельминтизации. Глимурид также явился эффективным средством для 

терапии клинических проявлений резидуального описторхоза [6].  

Анализ опыта клинического применения Глимурида говорит о 

потенциале β-гликозидов МДП как средств патогенетического лечения 

персиcтирующих инфекций [22].  

β-Гликозиды МДП рассмотрены в качестве индукторов 

иммунозависимых абортов у мышей. Введение гликозидов МДП достоверно 

увеличивало частоту резорбции эмбрионов у животных [2]. 

Изучено влияние β-гептилгликозида МДП на продукцию цитокинов 

спленоцитами мышей ex vivo [26]. Также определено влияние β-

гептилгликозида МДП на пролиферацию спленоцитов, тимоцитов у мышей с 

индуцированным гепатитом. Внутрибрюшинное введение гликозида МДП 
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уменьшало распространенность некроза гепатоцитов с подавлением 

пролиферации тимоцитов на третьи сутки и с ее последующим усилением на 

седьмые сутки. Введение препарата не вызвало значимого изменения 

пролиферации спленоцитов у животных [37].  

Остаются недостаточно изученными биологические эффекты β-

гликозидов МДП in vivo. Так, открыт вопрос о влиянии этого 

иммуномодулятора на динамику концентрации про- и 

противовоспалительных цитокинов в сыворотке крови лабораторных 

животных. Большая часть экспериментов in vitro осуществлена с применением 

клеточных культур мышей, но не человека. Действие β-гликозидов МДП на 

экспрессию дендритными клетками маркеров созревания и активации ранее не 

оценивалось.  
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

  

1. Материально-техническое обеспечение работы 

 

Характеристика исследуемых соединений 

Исследуемые β-гептил-, β-децил-, β-додецил-, β-адамантил-, β-

циклогексил-, β-циклооктил- и β-циклодецилгликозиды МДП, а также МДП 

синтезированы и любезно предоставлены заведующим кафедрой 

органической и биологической химии факультета биологии и химии 

Таврической академии ФГАОУ ВО «Крымский федеральный университет 

имени В.И. Вернадского». 

Общая структура β-гликозидов МДП представлена на рисунке 1. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

Примечание: R – агликон 

 

Рисунок 1. Структура β-гликозидов МДП 

 

 

 

Структура агликонов и молекулярный вес изучаемых веществ 

представлены в таблице 1. 
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Таблица 1 

Характеристика исследованных β-гликозидов МДП 

Название Строение агликона Молекулярный вес 

(Да) 

Гептилгликозид МДП  590 

Децилгликозид МДП  632 

Додецилгликозид МДП  660 

Адамантилгликозид 

МДП 

 

 

МДП 

H

H

H  

640 

Циклогексилгликозид 

МДП  

 

574 

Циклоктилгликозид 

МДП 
 

602 

Циклодецилгликозид 

МДП 
МДП  

630 
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Клеточные линии 

В работе были использованы клетки эритролейкемии человека линии 

К562 полученные из банка клеточных линий ФГБУ «Национальный 

медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» 

Минздрава России. Все клеточные культуры культивировались в среде RPMI-

1640 с добавлением 2 мМ L-глутамина, 25000 ЕД стрептомицина, 

пенициллина с добавлением фетальной телячьей сыворотки в концентрации 

10% (полная питательная среда – ППС), в условиях поддержания 

концентрации атмосферного СО2 равной 5 %, абсолютной влажности 

атмосферы 10% и температуры 370С ± 0,50С. 

Лабораторные животные 

В работе были использованы половозрелые самцы мышей линии 

C57Bl/6 и CBA массой тела 18-22 г, полученные в филиале "Столбовая" 

Федерального государственного бюджетного учреждения науки "Научного 

центра биомедицинских технологий Федерального медико-биологического 

агентства". 

Экспериментальных животных содержали на стандартном пищевом 

рационе брикетированных экструзированных кормов, со свободным доступом 

к корму и питьевой воде. 

Манипуляции с лабораторными животными проводили в соответствии с 

международными рекомендациями по проведению медико-биологических 

исследований с использованием животных, изложенными в Европейской 

конвенции по защите позвоночных животных, используемых для 

экспериментальных и научных целей ЕЭС (Страсбург,1985), руководствуясь 

требованиями Хельсинской декларации и Всемирной медицинской 

ассоциации (2000), а также рекомендациями, содержащимися в Директивах 

Европейского сообщества (86/609 ЕС), Приложении к приказу министра 

здравоохранения СССР №755 от 12.08.1977, Приказом Минсельхоза РФ №490 

от 05.11.2008 «Об утверждении правил проведения лабораторных 

исследований в области ветеринарии» и Национальным Стандартом 
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Российской Федерации «Принципы надлежащей лабораторной практики» 

(ГОСТ Р 53434-2009). 

Использованные химические реактивы и наборы 

В экспериментальной части работы применяли следующие материалы: 

Азур-Эозин для окрашивания по Романовскому («МиниМед», Украина), 

метиленовый синий для окрашивания по Май-Грюнвальду («МиниМед», 

Украина), формальдегид («ХимМед», Россия), 3-[4,5-диметилтиазол-2-ил4]-

2,5дифенилтетразолиум бромид (MTT) («ПанЭко», Россия), среда RPMI-1640 

(Sigma) c 25 мМ HEPES («ПанЭко», Россия), раствор Хенкса («ПанЭко», 

Россия), сыворотка крови телячья эмбриональная («ПанЭко», Россия), раствор 

фикола-урографина ρ=1,077 г/см3 («ПанЭко», Россия), таблетки для 

приготовления фосфатно-солевого буфера, рН=7.4 («ПанЭко», Россия), 

глутамин натрия («ПанЭко», Россия), пеницилин (25 000 ЕД) («ПанЭко», 

Россия), стрептомицин (25 000 мг) («ПанЭко», Россия), NaCl 0,9% 

(физиологический раствор) (ООО «Гемотек», Россия), латекс для фагоцитоза 

1,5 мкм 10 мл («ПанЭко», Россия), нитросиний тетразолий (НСТ) («MERCK», 

Германия), диметилсульфоксид (ДМСО) («ПанЭко», Россия), антитела к CD1a, 

CD40, CD80, CD83, CD86, CD14, HLA-DR («Becton Dickinson», США, и 

«Beckman Coulter», США), Flow Cytomix Mouse Th1/Th2 10 plex Kit («Bender 

MedSystems», Австрия).  

Использованное оборудование и расходные материалы 

При выполнении работы были использованы нижеперечисленные виды 

аналитического и лабораторного оборудования и инструментов: центрифуга 

(«Jouan», Франция), пластиковые пробирки 14 мл и 50 мл («Termo Scientific», 

США), матраcы для культивирования клеточных культур («SPL», США), СО2–

инкубатор («NuAire», США), автоматические дозаторы фиксированного и 

переменного объема («BIOHIT», Финляндия), весы лабораторные 

электронные («Adventure Pro AV 264C ohaus corp», США) камера Горяева 

(«МиниМед», Украина), термостатический шейкер («ELMI», США), фотометр 

(«Labsystems Multiskan MS original», Финляндия), световой микроскоп 
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(«ZEISS», Германия), предметные стекла («Menzel», Германия) 96-луночные 

планшеты («Corning Costar», США), проточный цитофлюориметр BD Canto II 

(«Becton Dickinson», США), центрифуга Eppendorf Centrifuge 5415 R 

(«Eppendorf», США), виалы («ПанЭко», Россия), микропоровые фильтры («GE 

Infrastructure», США) 

 

2. Методы экспериментальных исследований 

 

Выделение МНК из периферической крови 

Для получения МНК осуществляли забор периферической крови 

здоровых доноров. Образцы крови вносили в гепаринизированные пробирки с 

добавлением раствора Хэнкса в соотношении 1:1. 

Разбавленную таким образом кровь наносили в виде кольца на фикол-

урографин с ρ=1,077 г/мл, ранее внесенный в пластиковые пробирки c V=15 

мл. Образцы центрифугировали в течение 20 мин при 350 G до разделения 

образцов на фракции. 

Взвешенные МНК выделяли из интерфазного кольца образцов и 

переносили в новую емкость для отмывания от фикола-урографина. 

Отмывание проводили путем трехкратного разведения суспензии раствором 

Хэнкса и последующего центрифугирования в течение 5 минут при 300 G с 

удалением надосадочной жидкости на каждом этапе. 

Подсчет количества МНК проводили в камере Горяева. Для определения 

жизнеспособности клеток применяли предварительное окрашивание каждого 

исследуемого образца равным объемом 0,1%-ного трипанового синего, 

окрашивающего погибшие клетки. 

Клетки культивировали в пластиковых планшетах в полной среде RPMI-

1640. 

Колориметрический метод определения цитотоксической 

активности NK-клеток 

В качестве клеток эффекторов (КЭ) использовали МНК, выделенные из 
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крови здоровых доноров. В качестве клеток-мишеней (КМ) использовали 

клетки эритролейкемии человека линии K562. Для контроля стерильности 

используемой среды использовали свободные лунки планшета с добавленным 

в них 200 мкл полной питательной среды RPMI-1640. При исследовании 

цитотоксической реакции в каждую лунку 96-луночного планшета добавляли 

по 100 мкл суспензии клеток-эффекторов и по 100 мкл суспензии клеток-

мишеней. Соотношение КМ к КЭ составляло 1:5. В группе референс-контроля 

рассматривалась цитотоксичность КЭ, коинкубированных с 

немодифицированным МДП. В качестве группы контроля рассматривалась 

цитоксичность интактных КЭ.  

Коинкубацию клеток эффекторов и клеток мишеней проводили течение 

24 ч, в условиях поддержания концентрации атмосферного СО2 на уровне 5 %, 

абсолютной влажности атмосферы 10% и температуры 37±0,50С в CO2-

инкубаторе (Jouan). При завершении срока коинкубации в лунки добавляли по 

20 мкл 5% раствора МТТ, с последующей инкубацией планшета в тех же 

условиях на протяжении 180-240 минут до выпадения кристаллов 

восстановленного МТТ (рис. 3). 

После визуальной верификации наличия выпадения кристаллов 

формазана, удаляли супернатант с последующим добавлением 150 мкл ДМСО. 

Через 30 минут инкубации при температуре 200С проводили определение 

оптической плотности на спектрофотометре Labsystems Multiskan MS original» 

(Финляндия) при λ=540 нм.  

Цитотоксичность выражали цитотоксическим индексом в процентах и 

определяли по формуле: 

ИЦА=[(1-(ОПкэ+км+ОПкэ)/ОПкм) х 100%] 

где ОПкэ+км – оптическая плотность МТТ-тетразолия в лунках, 

содержащих КЭ и КМ, ОПкэ – оптическая плотность в лунках с наличием 

только КЭ, ОПкэ – оптическая плотность в лунках с наличием только КМ.  
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Определение влияния исследуемых соединений на фагоцитарную 

активность нейтрофилов крови человека 

Фагоцитарную активность нейтрофилов крови донора, 

коинкубированных с исследуемыми соединениями, определяли по методике 

Гордиенко Г.И. (1984) с некоторыми изменениями. В качестве источника 

нейтрофилов была использована кровь здорового донора. В стерильные виалы 

вносили гепаринизированную кровь в объеме, равном 150 мкл, суспензию 

частиц латекса с диаметром 1,5 мкм и стерильные водные растворы 

исследуемых гликозидов в концентрации равной 1˟10-5 моль/л в объеме 1-5 

мкл. Коинкубацию проводили в течение 40 мин при 370С с использованием 

шейкера. После коинкубации ресуспендировали каждый образец и забирали 

по 4 мкл крови из каждой виалы с последующим нанесением на 

предварительное обезжиренное предметное стекло с формированием мазка. 

Окрашивание образцов по методике Романовского-Гимза проводили после 

испарения жидкости. Подсчет фагоцитирующих клеток проводили в световом 

микроскопе под иммерсией. Подсчет исследуемых показателей проводился на 

100 клеток каждого образца. Фагоцитарная активность была вычислена как 

процент фагоцитирующих нейтрофильных гранулоцитов от общего числа 

обнаруженных клеток; Фагоцитарное число было вычислено как среднее 

количество частиц, захваченных одной клеткой.  

Получение и активация дендритных клеток человека 

Дендритные клетки получали по стандартной методике (Romani N. 

1994.). 

МНК выделяли из донорской крови по методике, описанной выше. 

Полученные МНК после их осаждения и концентрирования путем 

центрифугирования инкубировали в течение 18 часов в полной среде в CO2-

инкубаторе (Joan) при 370С в атмосфере 5% СО2. После инкубации проводили 

механическое удаление неприлипающих клеток и отмывание теплой средой 

RPMI-1640. В среду добавляли человеческий рекомбинантный ИЛ-4 до 

достижения рабочей концентрации 10 нг/мл (200 U/мл) и ГМ-КСФ до 
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достижения концентрации 10 нг/мл (500 U/мл). 

Последующую инкубацию проводили в течение 6 суток в полной среде 

с добавлением половинной дозы цитокинов (1 раз в 72 часа) и заменой среды 

и факторов созревания по мере необходимости. 

Фенотипический анализ влияния гептилгдикозида МДП на 

созревание ДК человека 

За 48 часов до анализа в матрасы с созревшими ДК добавляли 

гептигликозид МДП до достижения концентрации 10 мкмоль/мл. В качестве 

референс-контроля использовали немодифицированный МДП в такой же 

концентрации. В качестве контроля использовали интактные ДК.  

В цитофлюориметрические пробирки вносили по 4 мкл 

соответствующих меченых флуорохромами антител к CD1а, CD40, CD80, 

CD83, CD86, CD14, HLA-DR. Функциональное значение этих фенотипических 

маркеров ДК представлено в табл. 2. 

Таблица 2 

Функциональное значение фенотипических маркеров ДК 

Мембранный антиген ДК Функция/значение фенотипического маркера 

CD1a  Презентация антигена Т-клеткам 

CD40 Костимулирующая молекула 

антигенпредставляющих клеток  

CD80 Костимулирующая молекула 

антигенпредставляющих клеток 

HLA-DR  MHC II класса, участие в презентации антигена 

CD83 Маркер терминальной дифференцировки 

(зрелости) дендритных клеток 

CD86 Костимулирующая молекула 

антигенпредставляющих клеток 

CD14 Рецептор ЛПС 

 

 



46 
 

 
 

В качестве красителей использовали комбинации 

флюоресцеинизотиоцината (FITC) и фикоэритрина (PE), 

После внесения антител в пробирки добавляли суспензию ДК человека 

в объеме 50 мкл, полученные вышеописанным методом. Каждый образец 

подвергали ресуспендированию и инкубировали в течение 30 мин при 

комнатной температуре в темноте. По завершению инкубации, в каждую 

пробирку было добавлено по 450 мкл фиксирующего раствора (1 % 

формальдегид в пара-бензоальдегиде). Пробирки с образцами хранили при 

температуре -100С. Уровень экспрессии клетками исследуемых маркеров 

оценивали с использованием цитофлюориметра BD Canto II, не позднее чем 

на 7 сутки после нанесения меченных антител. 

В каждом образце анализировали не менее 10000 событий. 

Исследование особенностей фенотипа проводили после предварительного 

гейтирования лейкоцитов на точечной иммуноцитограмме CD45+-клеток (рис. 

2). Следует отметить, что в каждом образце CD45+-клеток составляло не менее 

95-98 %. 

  

Рисунок 2. Гейтирование лейкоцитов (CD45+) на точечной 

иммуноцитограмме 

 

а) по сигналам SSC/FSC, б) по сигналам SSC/CD45: FSC-A соответствует 

прямому светорассеянию (ось х), SSC-A соответствует боковому 

светорассеянию (ось у), CD45+ соответствует интенсивности флюоресценции 

(MFI) данного флюорохрома (ось х). 
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Для определения негативной или позитивной экспрессии антигена 

клетками в каждом случае использовался негативный контроль с 

изотипическими мышиными антителами IgG1/IgG2/ IgG3/CD45. При этом 

немеченые клетки находились в пределах третьей декады (рис. 3). 

 

  

Рисунок 3. Гистограмма распределения немеченых клеток 

периферической крови 

 

Анализ результатов проводили в программе Win MDI 2.8 for Windows 7 

(США). 

Уровень экспрессии антигена выражали в виде доли клеток, 

экспрессирующих исследуемый маркер, в общей популяции клеток (%). 

Флуоресцентная микроскопия мононуклеарных лейкоцитов 

человека с использованием окрашивания моноклональными антителами 

За 48 часов до микроскопии в матрасы с ДК добавляли гептигликозид 

МДП до достижения концентрации 10 мкмоль/мл. В качестве референс-

контроля использовали немодифицированный МДП в такой же концентрации. 
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В качестве контроля использовали интактные ДК.  

К полученным вышеуказанным способом ДК добавляли 

моноклональные антитела к человеческим CD14, CD80, HLA-DR до 

достижения концентрации 10 мкг/мл. После 30 минут инкубации в атмосфере 

5% СО2 при температуре равной 37°С было проведено микроскопирование с 

использованием системы Axiovision. 

Изучение влияния исследуемых веществ на концентрацию 

цитокинов в сыворотке крови мышей линии C57BL/6 

Животным линии C57BL/6 внутрибрюшинно вводили по 10 мкг β-

гептилгликозида МДП в 100 мкл физиологического раствора 

(экспериментальная группа). В качестве референс-контроля использовали 

группу животных с внутрибрюшинным введением 10 мкг МДП в 100 мкл 

физиологического раствора. В качестве контроля использовали группу с 

введением внутрибрюшинно 100 мкл физиологического раствора. Забор крови 

животных производился через 1 час, 8 часов и 24 часа после введения 

препаратов. Образцы центрифугировали в течение 10 мин при 350 G, затем 

производили отделение сыворотки крови с последующим измерением уровня 

цитокинов при помощи системы FlowCytomix на проточном цитометре 

согласно инструкции производителя. 

 Изучение влияния β-гептилгликозида МДП на динамику роста и 

метастазирования меланомы B16 и продолжительность жизни мышей-

опухоленосителей  

Исследование было проведено на 160 половозрелых мышах, самцах 

линии С57Bl/6, массой тела 18-22 г. Животных содержали на стандартном 

пищевом рационе, со свободным доступом к корму и питьевой воде. 

Меланому B16 трансплантировали животным подкожно в область боковой 

поверхности грудной клетки. В опытах использовали 5-й пассаж опухоли in 

vivo. Трансплантацию опухолевой ткани осуществляли путем введения 

суспензии клеток меланомы В16 в количестве 1×105 клеток в 0,1 мл 

питательной среды 199. 
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β-Гептилгликозид МДП вводили внутрибрюшинно в дозах 1 мкг; 5 мкг; 

25 мкг на животное в 2 режимах (профилактический и терапевтический): 

- однократное введение за 24 часа до перевивки опухоли 

(профилактический режим); 

- введение через 24, 48 и 72 часов после перевивки опухоли, затем один 

раз каждые трое суток до гибели животных (терапевтический режим). 

В исследование были включены следующие группы по 20 животных: 

1. Контрольная №1 (интактным животным вводился физиологический 

раствор); 

2. Контрольная №2 (животным с опухолью вводился физиологический 

раствор) 

3. β-Гептилгликозид МДП вводился в дозе 1 мкг/животное в 

профилактическом режиме; 

4. β-Гептилгликозид МДП вводился в дозе 5 мкг/животное в 

профилактическом режиме; 

5. β-Гептилгликозид МДП вводился в дозе 25 мкг/животное в 

профилактическом режиме; 

6. β-Гептилгликозид МДП вводился в дозе 1 мкг/животное в 

терапевтическом режиме; 

7. β-Гептилгликозид МДП вводился в дозе 5 мкг/животное в 

терапевтическом режиме; 

8. β-Гептилгликозид МДП вводился в дозе 25 мкг/животное в 

терапевтическом режиме. 

Критериями оценки действия препаратов были средняя 

продолжительность жизни (СПЖ) и торможение роста опухоли (ТРО). 

ТРО определяли на основании измерения линейных размеров 

подкожной опухоли с вычислением объема опухоли (V). Эффективность 

проведенного лечения была оценена по величине ТРО, которую вычисляли по 

формуле: 

ТРО = (V в контроле – V в опыте) / V в контроле × 100% 
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Выживаемость животных вычисляли как отношение количества 

умерших животных к живым животным, выраженное в процентах. 

Интегральный показатель – увеличение продолжительности жизни (УПЖ). 

Изучение влияния β-гептилгликозида МДП на динамику 

поискового рефлекса и рефлекса вертикальной стойки у мышей  

Определение норкового рефлекса и рефлекса вертикальных стоек 

служило для количественного измерения изменения функциональной 

активности центральной нервной системы животных при развитии 

опухолевого процесса. Моделирование меланомы и введение β-

гептилгликозида МДП проводили как описано выше. 

Мышей линии С57Bl/6 помещали на поверхность, имеющую 

равномерно распределенные отверстия диаметром в 1 см. Попытка животного 

изучить отверстие расценивалась как проявление норкового рефлекса, а 

принятие животным вертикального положения служило подтверждением 

рефлекса вертикальной стойки. Поведенческие реакции определяли в течение 

90 секунд на каждое животное у 6 животных, случайно выбранных из каждой 

группы на 10 и 20 сутки после перевивки опухоли.  

  

3. Методы статистической обработки результатов 

Все полученные данные были обработаны в программе Statistica 10 

(StatSoft, США). Статистическую значимость отличий количественных 

показателей независимых выборок определяли с помощью 

непараметрических критериев для парного и множественного сравнения (U-

критерий Манна-Уитни, критерий Краскела-Уолиса, критерий Данна). 

Статистически значимыми считали отличия при p<0,05. 

На рисунках количественные данные представлены в виде: среднее, 

стандартная ошибка среднего, удвоенное стандартное отклонение (mean; SE; 

SD×2). В таблицах данные представлены как среднее ± стандартное 

отклонение. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

Глава 1. ИММУНОТРОПНАЯ АКТИВНОСТЬ β-ГЛИКОЗИДОВ МДП С 

АЛИФАТИЧЕСКИМИ, ЦИКЛИЧЕСКИМИ И ТРИЦИКЛИЧЕСКИМИ 

АГЛИКОНАМИ IN VITRO  

 

1.1. Влияние гликозидов МДП на цитотоксическую активность 

мононуклеарных лейкоцитов крови 

 

На первом этапе работы для сравнения биологической активности β-

гликозидов МДП по отношению к иммунокомпетентным клеткам человека in 

vitro оценили изменение цитотоксической активности NK-клеток при 

инкубации мононуклеарных лейкоцитов крови с этими соединениями в 

эквимолярных концентрациях. Немодифицированный МДП использовали в 

качестве референс-контроля. 

При коинкубации мононуклеаров с β-гликозидами МДП с 

алифатическими агликонами или референс-контролем в концентрации 1 

мкмоль/мл не обнаружено статистически значимого изменения 

цитотоксической активности клеток (рис. 4).  

Среди гликозидов с циклическими агликонами только β-

циклооктилгликозид МДП в этой концентрации повышал NK-зависимую 

цитотоксичность, а β-адамантилгликозид МДП снижал ее (рис. 4). 
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* – р<0,05 в сравнении с контролем 

 

 

Рисунок 4. Влияние гликозидов МДП в концентрации 1 мкмоль/мл на 

цитотоксическую активность мононуклеарных лейкоцитов крови по 

отношению к клеткам линии К562 

 

 

* 

* 



 

 
 

 

При внесении в культуру мононуклеаров периферической крови 

немодифицированного МДП и β-гептилгликозида МДП в концентрации 10 

мкмоль/мл зафиксировано существенное и примерно одинаковое повышение 

цитототоксической активности в сравнении с контролем. β-

Адамантилгликозид МДП снижал NK-активность лейкоцитов, а другие β-

гликозиды МДП в этой же концентрации не оказывали значимого влияния на 

способность мононуклеаров лизировать NK-чувствительные клетки-мишени 

(рис. 5).  
 

 

 

* – р<0,05 в сравнении с контролем 

Рисунок 5. Влияние гликозидов МДП в концентрации 10 мкмоль/мл на 

цитотоксическую активность мононуклеарных лейкоцитов крови по 

отношению к клеткам линии К562 

 

Среди всех исследованных соединений  только немодифицированный 

МДП и β-гептилгликозид МДП в концентрации 100 мкмоль/мл статистически 

* 

* * 
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значимо и примерно в равной степени увеличивали NK-активность 

мононуклеарных лейкоцитов (рис. 6). 

Другие гликопептиды в этой дозе не влияли на NK-зависимую 

цитотоксичность мононуклеаров (рис. 6). 

 
 

 
 

* – р<0,05 в сравнении с контролем 

Рисунок 6. Влияние гликозидов МДП в концентрации 100 мкмоль/мл на 

цитотоксическую активность мононуклеарных лейкоцитов крови по 

отношению к клеткам линии К562 

 

 

Вызванный МДП и β-гептилгликозидом МДП цитолиз NK-

чувствительных клеток мононуклеарами периферической крови коррелировал 

с усилением контактов клеток-эффекторов и клеток-мишеней. 

В контрольных лунках мононуклеарные лейкоциты и клетки линии К562 

при инкубации в среде без добавления мурамипептидов образовывали в поле 

зрения лишь единичные конгломераты, состоящие из 3-5 клеток (рис. 7А).  

* * 
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Рисунок 7. Образование конгломератов мононуклеарных лейкоцитов 

периферической крови и клеток К562 

Инвертированный микроскоп. Фазовое контрастирование Ув. ×400.  

А – Единичные конгломераты мононуклеарных лейкоцитов и клеток линии 

К562 (контроль). Б – Образование конгломератов мононуклеарных 

лейкоцитов и клеток линии К562 при инкубации с МДП. В – Образование 

крупных конгломератов мононуклеарных лейкоцитов и клеток линии К562, 

инкубированных с β-гептилгликозидом МДП.  

Добавление в культуральную среду МДП или β-гептилгликозида МДП в 

концентрации 10 мкмоль/мл вызывало образование многочисленных 

конгломератов клеток-эффекторов и клеток-мишеней, состоящих из 3-10 

клеток (рис. 7Б и 7В).  

Таким образом, внесение в культуру мононуклеарных лейкоцитов 

немодифицированного МДП и его гликозидных аналогов по-разному влияло 
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на цитотоксическую активность этих клеток по отношению к NK-

чувствительной линии К562.  

β-Гептилгликозид МДП оказывал выраженный дозозависимый 

стимулирующий эффект, сопоставимый с таковым референс-

иммуностимулятора.  

Коинкубация клеток-эффекторов с децилгликозидом МДП и 

циклооктилгликозидом МДП вызывала лишь тенденцию к повышению 

цитотоксической активности клеток-эффекторов при применении в дозе 100 

мкмоль/мл.  

Додецилгликозид МДП в дозе 10 мкмоль/мл и β-адамантилгликозид 

МДП дозах 1 и 10 мкмоль/мл статистически значимо снижали NK-активность 

мононуклеаров. 

 

1.2. Влияние гликозидов МДП на фагоцитарную активность 

нейтрофилов крови 

 

На втором этапе исследования оценили способность нейтрофилов 

цельной крови к фагоцитозу гранул латекса после инкубации с β-гликозидами 

МДП в концентрации 10 мкмоль/мл и МДП в такой же концентрации в 

качестве референс-контроля.  

Из исследуемых соединений только β-гептилгликозид МДП вызывал 

повышение фагоцитарного индекса в сопоставимой степени с референс-

препаратом. В остальных случаях отличия от контроля отсутствовали (рис. 8). 
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* – р<0,05 в сравнении с контролем 

Рисунок 8. Фагоцитарный индекс нейтрофилов крови, 

инкубированных с гликозидами МДП 

 

Фагоцитарное число нейтрофилов крови здоровых доноров 

статистически значимо не изменялось в ответ на воздействие тестируемых 

веществ в концентрации 10 мкмоль/мл. Вместе с тем следует отметить 

тенденцию к повышению фагоцитарного числа при внесении в культуральную 

среду немодифицированного МДП, а также тренд к снижению этого 

показателя при использовании β-адамантилгликозида и β-

циклодецилгликозида МДП (рис. 9)  

 

 

 

 

 

* 
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Рисунок 9. Фагоцитарное число нейтрофилов крови, инкубированных 

с гликозидами МДП 

 

Таким образом, из исследованных гликозидов МДП, только β-

гептигликозид МДП обладал математически подтвержденной способностью 

увеличивать фагоцитарную активность (фагоцитарный индекс) нейтрофилов 

цельной крови. 

 

Данные первых двух блоков работы, представленных в разделах 1.1. и 

1.2. позволили отобрать β-гептилгликозид МДП как наиболее перспективное 

соединение для дальнейших углубленных исследований.   
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1.3. Влияние МДП и β-гептилгликозида МДП на экспрессию маркеров 

активации дендритными клетками, полученными из крови здоровых 

доноров  

 

В данном разделе рассмотрено влияние β-гептилгликозида МДП на 

экспрессию ДК человека мембраноассоциированных молекул, связанных с 

созреванием этих клеток.  

Было определено количество и соотношение CD1a+, CD40+, CD80+, 

HLA+, CD86+, CD14+, СD83+ клеток в общей популяции ДК, инкубированных 

с β-гептилгликозидом МДП в концентрации 10 мкмоль/мл в течение 48 часов. 

В качестве референс-контроля использовали показатели экспрессии этих 

молекул ДК, подвергнутыми инкубации с немодифицированным МДП в той 

же концентрации. 

При культивировании ДК в среде с добавлением МДП или β-

гептигликозидом МДП отмечалось формирование конгломератов CD14+-

клеток (рис. 10).  

Оба мурамилпептида увеличивали количество CD14+-клеток в общей 

клеточной популяции (табл. 3; рис. 10).  

В то же время МДП и β-гептилгликозид МДП не вызывали 

статистически значимых изменений экспрессии клетками других изучаемых 

маркеров (табл. 3; рис. 11-16). 
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Иммунофлюоресценция (антитела к 

CD14, меченные FITC). 

Инвертированный микроскоп, с 

подсветкой УФ излучением. Ув. 

×400.  

A – Культура клеток, выделенных 

из крови здорового донора 

(контроль).  
 

Б – Конгломераты CD14+-клеток в 

культуре мононуклеарных 

лейкоцитов, инкубированных с 

МДП. 
 

В – Крупные конгломераты CD14+-

клеток в культуре мононуклеарных 

лейкоцитов, инкубированных с β-

гептилгликозидом МДП. 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 10. CD14+-клетки в культуре ДК, подвергнутых воздействию 

МДП или β-гептилгликозида МДП 
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Иммунофлюоресценция (антитела 

к CD80, меченные FITC). 

Инвертированный микроскоп, с 

подсветкой УФ излучением. Ув. 

×400  

А – Культура клеток, выделенных 

из крови здорового донора 

(контроль).  
 

Б – Культура мононуклеарных 

лейкоцитов, инкубированных с 

МДП.  
 

В – Культура мононуклеарных 

лейкоцитов, инкубированных с β-

гептилгликозидом МДП. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 11. CD80+-клетки в культуре ДК, подвергнутых воздействию 

МДП или β-гептилгликозида МДП 
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Иммунофлюоресценция (антитела к 

HLA-DR, меченные FITC). 

Инвертированный микроскоп, с 

подсветкой УФ излучением. Ув. 

×400  

A– Культура клеток, выделенных из 

крови здорового донора (контроль). 

Б – Культура мононуклеарных 

лейкоцитов, инкубированных с 

МДП.  

В – Культура мононуклеарных 

лейкоцитов, инкубированных с β-

гептилгликозидом МДП. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 12. HLA-DR+-клетки в культуре ДК, подвергнутых воздействию 

МДП или β-гептилгликозида МДП 
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Таблица 3 

Влияние МДП или β-гептилгликозида МДП 

на экспрессию мембранно-ассоциированных молекул ДК 

 

Мембранно-ассоциированные маркеры 

CD1а CD4

0 

CD1а

+ 

CD40 

CD80 HLA-

DR 

CD80+ 

HLA-

DR 

CD86 CD14 CD86+ 

CD14 

CD83 

К
о

н
тр

о
л
ь
 

0 
2± 

0,2 
0 

1,4± 

0,1 

2,4± 

1,5 

0,5± 

0,2 

13± 

2 

2,2± 

1,2 

2,3± 

1,1 

0,9± 

0,2 

М
Д

П
 

0 
1,6± 

0,3 
0 

1,5± 

0,3 

0,6± 

0,5 
0 

6,4± 

3 

16,2± 

2* 

0,9± 

1 

1,7± 

0,1 

Г
еп

ти
л
гл

и
к
о

зи
д

 

М
Д

П
 

0 
2,1± 

0,4 
0 

1,4± 

0,1 

4,6± 

1 
0 11,9±3 

9,9± 

1,1* 

0,7± 

0,8 

1,5± 

0,2 

* – р<0,05 по сравнению с контролем  
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А – контроль. 

Б – инкубация с МДП.  

В – инкубация с β-гептилгликозидом МДП. 

 

Рисунок 13. Экспрессия мембранно-ассоциированных молекул CD1a и 

CD40 ДК, подвергнутыми воздействию МДП или β-гептилгликозида 

МДП 
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А – контроль. 

Б – инкубация с МДП.  

В – инкубация с β-гептилгликозидом МДП.  

 

Рисунок 14. Экспрессия мембранно-ассоциированных молекул CD86 и 

CD14 мононуклеарными лейкоцитами здорового донора, 

инкубированными с МДП или β-гептилгликозидом МДП 
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А – контроль. 

Б – инкубация с МДП.  

В – инкубация с β-гептилгликозидом МДП.  

Рисунок 15. Экспрессия мембранно-ассоциированной молекулы CD83 

ДК, подвергнутыми воздействию МДП или β-гептилгликозида МДП 
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А – контроль. 

Б – инкубация с МДП.  

В – инкубация с β-гептилгликозидом МДП.  

Рисунок 16. Экспрессия мембранно-ассоциированных молекул CD80 и 

HLA-DR ДК, подвергнутыми воздействию МДП или β-гептилгликозида 

МДП 
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Таким образом, культивирование дендритных клеток мононуклеарного 

происхождения в среде, содержащей МДП или β-гептилгликозид МДП, 

вызывало существенное повышение экспрессии молекулы CD14, но не 

оказывало статистически значимого влияния на экспрессию других 

мембранно-ассоциированных маркеров, характерных для созревающих и 

зрелых дендритных клеток.  

Следует отметить наличие тенденции к увеличению экспрессии СD83 

под влиянием обоих гликопептидов, HLA-DR – под действием β-

гептилгликозида МДП, а также тенденцию к снижению экспрессии молекул 

HLA-DR и СD86 – под влиянием МДП, комбинаций молекул CD80+HLA-DR 

и CD86+CD14 – под действием обоих гликопептидов. 
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Глава 2. ИММУНОТРОПНАЯ, ПРОТИВОПУХОЛЕВАЯ И 

НЕЙРОФАРМАКОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ β-

ГЕПТИЛГЛИКОЗИДА МДП IN VIVO 

 

2.1. Изменение концентрации цитокинов в сыворотке крови мышей 

C57BL/6 после внутрибрюшинного введения МДП или β-

гептилгликозида МДП 

 

Для оценки влияния β-гептилгликозида МДП на продукцию цитокинов 

in vivo это соединение или МДП в качестве референс-контроля вводили 

внутрибрюшинно мышам линии C57BL/6 в дозе 10 мкг/животное с 

последующим забором крови через 1, 8 и 24 часа. 

Концентрация IL-1β в сыворотке крови животных через 1 час после 

введения β-гептилгликозида МДП была в полтора раза выше таковой в 

группах контроля и референс-контроля (рис. 17). При этом статистическая 

значимость этих различий подтверждалась при парных, но не множественных 

межгрупповых сравнениях. 
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Рисунок 17. Концентрация IL-1β (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

1 час внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида МДП 

 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,063 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,092 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,187 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Через 8 часов после введения β-гептилгликозида МДП повышенная 

концентрация этого цитокина сохранялась. В этот период также повышалось 

содержание IL-1β под влиянием референс-препарата (рис. 18). 
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Рисунок 18. Концентрация IL-1β (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

8 часов после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,051 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,051 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни); & – p=0,303 (критерий Данна) или 

p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни).  
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Через 24 часа более высокие цифры этого показателя, чем в контроле, 

были только у животных, получавших внутрибрюшинную инъекцию β-

гептилгликозида МДП (рис. 19). 
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Рисунок 19. Концентрация IL-1β (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

24 часа после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,088 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,092 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни).  
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Концентрация IL-2 в сыворотке животных через 1 час после введения β-

гептилгликозида МДП была выше показателей контрольной группы, что 

подтверждалось в рамках парного сравнения с помощью критерия Манна-

Уитни. При множественном сравнении группы животных, получивших 

иммуномодуляторы, и контрольная группа не различались по этому 

показателю (Рис. 20). 
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Рисунок 20. Концентрация IL-2 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 1 

час после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,079 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,076 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни).  
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Через 8 часов после введения препаратов при сохранении несколько 

повышенной концентрации IL-2 у животных, которым вводили β-

гептилгликозид МДП, статистически значимые различия между группами 

отсутствовали (Рис. 21). 
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Рисунок 21. Концентрация IL-2 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 8 

часов после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

 

 

 

 

Через 24 часа после введения МДП и в несколько большей степени β-

гептилгликозид МДП проявляли тенденцию к повышению содержания этого 
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цитокина в сыворотке крови животных в сравнении с контролем.  В случае с 

β-гептилгликозидом МДП эта тенденция лишь немного не достигала порога 

статистической значимости (Рис. 22). 
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Рисунок 22. Концентрация IL-2 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

24 часа после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,088 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,092 (критерий Данна) 

или p=0,077 (U-критерий Манна-Уитни); & – p=0,470 (критерий Данна) или 

p=0,127 (U-критерий Манна-Уитни).  
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 Через 1 час после внутрибрюшинной инъекции мурамилпептидов 

статистически значимые различия между уровнями IL-5 в сыворотке крови 

животных разных групп отсутствовали (Рис. 23). 
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Рисунок 23. Концентрация IL-5 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 1 

час после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 
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Через 8 часов от начала эксперимента концентрация IL-5 у животных, 

получивших β-гептилгликозид МДП, достоверно превышала таковую в 

группах контроля и референс-контроля (Рис. 24). 
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Рисунок 24. Концентрация IL-5 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 8 

часа после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,027 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,022 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,539 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Через сутки после начала эксперимента содержание IL-5 в сыворотке 

крови животных обеих групп, получавших мурамилпептиды, превышало 

соответствующий показатель в группе контроля при парных сравнениях с 

использованием критерия Манна-Уитни. В рамках множественного сравнения 

эти отличия математически не подтверждались (Рис. 25). 
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Рисунок 25. Концентрация IL-5 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

24 часа после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,061 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,220 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни); & – p=0,076 (критерий Данна) или 

p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Уровень IL-6 через 1 час после введения β-гептилгликозида МДП 

превышал таковой в группах контроля и референс-контроля (Рис. 26). 
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Рисунок 26. Концентрация IL-6 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 1 

час после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,032 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,027 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,470 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Через 8 часов от начала эксперимента концентрация IL-6 в сыворотке 

крови мышей, которым вводили β-гептилгликозид МДП, была выше 

соответствующих показателей в других сравниваемых группах. При этом 

определённое повышение содержания этого цитокина в сыворотке крови 

отмечено и у мышей, получивших инъекцию немодифицированного МДП 

(Рис. 27).   
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Рисунок 27. Концентрация IL-6 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 8 

часов после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,027 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,022 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни); & – p=0,539 (критерий Данна) или 

p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,539 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Концентрация IL-6 в сыворотке животных через 24 часа после введения 

β-гептилгликозида МДП была выше показателей групп контроля и референс-

контроля. У мышей, которым вводили МДП, в этот период содержание этого 

цитокина не отличалась от такового у животных, получавших инъекцию 

физиологического раствора (Рис. 28).  
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Рисунок 28. Концентрация IL-6 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

24 часа после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,032 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,027 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,470 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Через 1 час после введения β-гептилгликозида МДП концентрация IL-10 

в сыворотке крови мышей была выше уровня данного цитокина у животных 

из групп контроля и референс-контроля. В тоже время концентрация IL-10 у 

мышей, получавших МДП, была ниже контрольных значений (Рис. 29). 
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Рисунок 29. Концентрация IL-10 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

1 час после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,027 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,539 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни); & – p=0,539 (критерий Данна) или 

p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В равнении с МДП: # – p=0,022 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Через 8 часов содержание IL-10 у мышей, которым вводили β-

гептилгликозид МДП, по-прежнему превышало таковое в других группах. К 

этому времени эксперимента у животных, получавших МДП, угнетение 

высвобождения этого цитокина в системный кровоток сменилось на 

стимуляцию (Рис. 30). 
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Рисунок 30. Концентрация IL-10 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

8 часов после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,027 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,022 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни); & – p=0,539 (критерий Данна) или 

p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,539 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Через 24 часа после начала эксперимента концентрация IL-10 у 

животных экспериментальной группы животных, получавших β-

гептилгликозид МДП, не имела отличий от показателей группы контроля, в то 

время как содержание данного цитокина в группе референс-контроля 

превышало показатели остальных групп (Рис. 31). 
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Рисунок 31. Концентрация IL-10 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

24 часа после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,039 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: & – p=0,408 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,034 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Через час после введения исследуемых соединений концентрация IFN-γ 

в экспериментальной группе (β-гептилгликозид МДП) и группе референс-

контроля (МДП) превышала таковую в группе контроля (физиологический 

раствор), причем показатель референс-контроля был достоверно выше 

показателя экспериментальной группы (Рис. 32). 
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Рисунок 32. Концентрация IFN-γ (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

1 час после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,027 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,539 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни); & – p=0,022 (критерий Данна) или 

p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,539 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Через 8 часов от начала эксперимента математически подтвержденные 

отличия концентрации цитокина в группах животных, подверженных 

действию мурамилпептидов, от таковой в группе контроля сохранились, при 

этом отмечено исчезновение статистически значимых различий между 

показателями группы референс-контроля и экспериментальной группы (Рис. 

33).  
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Рисунок 33. Концентрация IFN-γ (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

8 часов после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,039 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,034 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни); & – p=0,408 (критерий Данна) или 

p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни).  
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Через 24 часа содержание этого цитокина в сыворотке крови мышей 

экспериментальной группы было выше такового в группе контроля и ниже 

показателей референc-контроля (Рис. 34). 
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Рисунок 34. Концентрация IFN-γ (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

24 часа после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП  

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,039 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,890 (критерий Данна) 

или p=0,127 (U-критерий Манна-Уитни); & – p=0,034 (критерий Данна) или 

p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,408 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Через 1 час после введения исследуемых веществ концентрация TNF-α в 

экспериментальной группе была достоверно выше соответствующих 

показателей группы референс-контроля, которые в свою очередь были выше 

таковых группы контроля (Рис. 35). 
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Рисунок 35. Концентрация TNF-α (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

1 час после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП  

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,027 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,022 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни); & – p=0,539 (критерий Данна) или 

p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,539 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Через 8 часов от начала эксперимента ситуация менялась: концентрация 

TNF-α в экспериментальной группе превышала таковую в группе контроля, но 

была ниже концентрации в группе референс-контроля (Рис.36). 
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Рисунок 36. Концентрация TNF-α (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

8 часов после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП  

 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,027 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,539 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни); & – p=0,022 (критерий Данна) или 

p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,539 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Через 24 часа после внутрибрюшинного введения иммуностимуляторов 

отличий по содержанию TNF-α в сыворотке крови между экспериментальной 

группой и группой контроля не выявлено, в то время как этот показатель в 

группе референс-контроля были достоверно выше, чем в остальных группах 

(Рис. 37). 
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Рисунок 37. Концентрация TNF-α (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

24 часа после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП  

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,061 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: & – p=0,076 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,221 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Через 1 час от начала эксперимента было выявлено повышение 

концентрации GM-CSF в сыворотке крови животных экспериментальной 

группы и группы референс-контроля по сравнению с контрольной группой. 

Содержание этого цитокина у животных, получавших β-гептилгликозид МДП, 

была существенно выше, чем таковая у мышей группы референс-контроля 

(Рис. 38). 
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Рисунок 38. Концентрация GM-CSF (пг/мл) в сыворотке крови мышей 

через 1 час после внутрибрюшинного введения МДП или β-

гептилгликозида МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,027 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,022 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни); & – p=0,539 (критерий Данна) или 

p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,539 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Через 8 часов отмечено повышение концентрации GM-CSF в сыворотке 

крови контрольных животных с отсутствием значимых изменений в других 

группах. В результате уровень GM-CSF в группах мышей, получавших 

мурамилпептиды, становился ниже такового в контрольной группе (Рис. 39). 
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Рисунок 39. Концентрация GM-CSF (пг/мл) в сыворотке крови мышей 

через 8 часов после внутрибрюшинного введения МДП или β-

гептилгликозида МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,027 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,539 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни); & – p=0,022 (критерий Данна) или 

p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,539 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 

 

 

& 
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Через 24 часа от начала эксперимента выявлено исчезновение значимых 

отличий между группами по концентрации GM-CSF в сыворотке крови (Рис. 

40). 
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Рисунок 40. Концентрация GM-CSF (пг/мл) в сыворотке крови мышей 

через 24 часа после внутрибрюшинного введения МДП или β-

гептилгликозида МДП 
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Через 1 час после внутрибрюшинного введения β-гептилгликозида МДП 

концентрация IL-4 в сыворотке крови мышей превышала таковую в других 

группах (Рис. 41). 
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Рисунок 41. Концентрация IL-4 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 1 

час после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,027 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,539 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни); & – p=0,022 (критерий Данна) или 

p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,539 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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К 8-му часу после введения соединений концентрации IL-4 в группах 

референс-контроля и контроля не имели статистически значимых отличий, в 

то же время содержание исследуемого цитокина в сыворотке крови животных 

экспериментальной группы снизилось и было достоверно ниже такового в 

других группах (Рис.42). 
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Рисунок 42. Концентрация IL-4 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 8 

часов после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,061 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: * – p=0,076 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). В сравнении с МДП: # – p=0,221 

(критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Через 24 часа после введения соединений показатели группы референс-

контроля были достоверно выше показателей других групп (Рис.43). 
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Рисунок 43. Концентрация IL-4 (пг/мл) в сыворотке крови мышей через 

24 часа после внутрибрюшинного введения МДП или β-гептилгликозида 

МДП 

Значимость различия при множественном сравнении: p=0,063 (критерий 

Краскела-Уоллиса). В сравнении с контролем: & – p=0,092 (критерий Данна) 

или p=0,0495 (U-критерий Манна-Уитни) или p=0,085 (t-критерий Стьюдента). 

В сравнении с МДП: # – p=0,221 (критерий Данна) или p=0,0495 (U-критерий 

Манна-Уитни) или p=0,034 (t-критерий Стьюдента). 

 

Таким образом, введение β-гептилгликозида МДП вызывало через 1 час 

повышение концентрации IL-1β, IL-6, IFN-γ, TNF-α, GM-CSF и IL-4 в 

сыворотке крови, при этом β-гептилгликозид МДП в большей степени 

увеличивал уровень IL-1β, GM-CSF и IL-4 по сравнению с 

немодифицированным МДП.  

& 
# 
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Через 8 часов после введения исследуемых соединений в 

экспериментальной группе концентрации IL-5, IL-6, IL-10, IFN-γ, TNF-α, GM-

CSF, IL-4 и IL-17 превышали таковые в группе контроля. В этот период β-

гептилгликозид МДП индуцировал больший подъем сывороточного 

содержания IL-5, IL-10, TNF-α и GM-CSF, чем референс-препарат. 

Через 24 часа после введения β-гептилгликозид МДП вызывал 

повышение концентрации IL-5, IL-6 и IL-17 в сыворотке крови. Уровень IL-6 

в экспериментальной группе была выше, чем в группе референс-контроля.  

 

 

2.2. Действие β-гептилгликозида МДП на рост меланомы B16 и 

продолжительность жизни мышей-опухоленосителей 

 

Однократное внутрибрюшинное введение β-гептилгликозида МДП в 

диапазоне доз от 1 до 25 мкг/животное за 24 часа до прививки меланомы B16 

не вызывало статистически значимого изменения средней продолжительности 

жизни мышей-опухоленосителей (табл. 4).  

Статистически значимое увеличение продолжительности жизни на 28% 

было зарегистрировано в группе мышей с привитой меланомой B16, 

получавших β-гептилгликозид МДП в дозе 5 мкг/животное в терапевтическом 

режиме.  

В других дозах исследуемый гликопептид не влиял на 

продолжительность жизни мышей-опухоленосителей (табл. 4). 

Однократное профилактическое введение β-гептилгликозида МДП в 

дозах 1, 5 и 25 мкг/мышь не изменяло объем растущего опухолевого узла ни 

на 10-е, ни на 15-е, ни на 20-е сутки после инокуляции клеток меланомы (рис. 

44, 45, 46).  
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Таблица 4  

Влияние β-гептилгликозида МДП на среднюю продолжительность 

жизни животных с привитой меланомой B16 

 

Группа/доза препрарата Средняя 

продолжительность 

жизни (сутки) 

Изменение 

продолжительности 

жизни (%) 

Контроль 27,3±1,6 –  

β
-г

еп
т
и

л
г
л

и
к

о
зи

д
 М

Д
П

 Профилактический режим 

1 мкг/мышь (50 мкг/кг)  27,8± 1,3 +1 

5 мкг/мышь (250 мкг/кг) 26,9 ± 0,9 ‒1,4 

25 мкг/мышь (1,25 мг/кг) 28,0± 1,7 +2 

 Терапевтический режим 

1 мкг/мышь (50 мкг/кг) 27.6 ± 1,2 +1 

5 мкг/мышь (250 мкг/кг) 38,4 ±3,0* +28* 

25 мкг/мышь (1,25 мг/кг) 25,2 ± 1,1 ‒7 

* – р<0,05 по сравнению с контролем 
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Рисунок 44. Влияние профилактического введения β-гептилгликозида 

МДП на объем опухолевого узла на 10-е сутки после прививки меланомы 

B16 

 

 

 

 

 



100 
 

 
 

 

Рисунок 45 Влияние профилактического введения β-гептилгликозида 

МДП на объем опухолевого узла на 15-е сутки после прививки меланомы 

B16 
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Рисунок 46. Влияние профилактического введения β-гептилгликозида 

МДП на объем опухолевого узла на 20-е сутки после прививки меланомы 

B16 

 

При использовании β-гептилгликозида МДП в терапевтическом режиме 

обнаружено статистически значимое и при этом дозозависимое торможение 

опухолевого роста на 10-е (рис. 47) и 20-е сутки (рис. 49) после имплантации 

опухоли. Наиболее выраженное уменьшение объема узла меланомы (-57% и -

74%) установлено на 10-е сутки при терапевтическом введении 

иммуностимулятора в дозах 5 мкг и 25 мкг/животное, соответственно. На 20-

е сутки угнетающее действие этих доз β-гептилгликозида МДП на рост 

опухоли несколько снижалось (-48% и -48%, соответственно). Любопытно, что 

при промежуточном измерении объема опухолевого узла (15-е сутки) не 

обнаружено противоопухолевого действия, исследуемого гликопептида (рис. 

48).  
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* – р<0,05 по сравнению с контролем 

 

Рисунок 47. Влияние введения β-гептилгликозида МДП в 

терапевтическом режиме на объем опухолевого узла на 10-е сутки после 

прививки меланомы B16 

 

 

* 
* 

* 
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Рисунок 48. Влияние введения β-гептилгликозида МДП в 

терапевтическом режиме на объем опухолевого узла на 15-е сутки после 

прививки меланомы B16 
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* – р<0,05 по сравнению с контролем 

Рисунок 49. Влияние введения β-гептилгликозида МДП в 

терапевтическом режиме на объем опухолевого узла на 20-е сутки после 

прививки меланомы B16 

 

Таким образом, β-гептилгликозид МДП проявил значимый 

дозозависимый противоопухолевый эффект при использовании в 

терапевтическом режиме. 

 

2.3. Влияние β-гептилгликозида МДП на динамику поискового и 

норкового рефлексов у мышей C57BL/6 с привитой меланомой B16 

 

Поисковый и норковый рефлекс отражают функциональную активности 

ЦНС лабораторных животных. Подавление или усиление этих рефлексов 

может свидетельствовать, с одной стороны, о прямом или опосредованном 

нейтротропном действии испытуемых соединений на животных с привитой 

опухолью, а с другой – критерием клинического состояния животных и 

эффективности экспериментальной профилактики или лечения.  

* * 
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Известно, что мурамилпептиды обладают непосредственной 

нейрофармакологической активностью. Более того, некоторые иммунные 

медиаторы, выработку которых стимулируют мурамилпептиды, обладают в 

той или иной степени нейротропными эффектами.  

Введение гептигликозида МДП не оказало влияния на динамику 

норкового и поискового рефлексов у животных экспериментальных групп по 

сравнению с животными контрольной группы (табл.16).  

 

 

 

 

 



 

 
 

Таблица 5 

Динамика норкового и поискового рефлексов у животных-опухоленосителей 

Группа  1-е сутки 10-е сутки 20-е сутки 

 Норковый 

рефлекс 

Поисковый 

рефлекс 

Норковый 

рефлекс 

Поисковый 

рефлекс 

Норковый 

рефлекс 

Поисковый 

рефлекс 

Интактные 

животные 

19 ± 3 8 ± 4 17 ± 3 8 ± 2 17 ±3 9 ± 2 

Мыши-

опухоленосители  

18 ± 4 6 ± 2 8 ± 1 3 ± 1 4 ± 2 1 ± 2 

β-гептилгликозид МДП – профилактический режим 

1 мкг/животное 17 ± 2 9 ± 1 6 ± 2 4 ± 3 3 ± 1 2 ± 2 

5 мкг/животное 18 ± 1 8 ± 2 7 ± 3 3 ± 1 2 ± 2 1 ± 2 

25 мкг/животное 18 ± 2 7 ± 1 5 ± 1 3 ±1 2 ± 1 1 ± 1 

β-гептилгликозид МДП – терапевтический режим 

1 мкг/животное 16 ± 2 7 ± 2 7 ± 1 2 ± 1 4 ± 2 1 ± 1 

5 мкг/животное 18± 3 8± 1 6± 2 2 ± 2 5 ± 1 1 ± 1 

25 мкг/животное 19 ± 1 6 ± 2 9 ± 1 5 ± 2 6 ± 1 3 ± 3 

  



107 
 

 
 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

 Основным механизмом иммунотропного действия производных МДП, 

не содержащих в своем составе остаток мезо-диаминопимелиновой кислоты, 

является стимуляция цитоплазматических рецепторов NOD2 с дальнейшей 

активацией RIP2-зависимого сигнального пути [59]. До конца не ясно, какие 

структурные, стереохимические и физико-химические свойства 

мурамилпептидов обеспечивают оптимальную комплементарность к этому 

внутриклеточному рецептору.  

Вместе с тем существенное значение для контактов с цитозольными 

сенсорами имеет непосредственное проникновение соответствующих 

лигандов внутрь клетки через плазмалемму, а в случае первичного попадания 

в клетку в результате эндоцитоза – выход из эндосом в цитоплазму. Известно, 

что присоединение липофильных модифицирующих компонентов к 

определенным участкам МДП придавало молекуле способность лучше 

проникать через биологические мембраны, длительнее задерживаться в 

организме и, в конечном итоге, оказывать более выраженные иммунотропные 

эффекты, в том числе усиление противоопухолевого иммунного ответа [171, 

226]. 

Целесообразность использование гликозидного центра молекулы МДП 

для введения липофильного «хвоста», или «якоря», принципиально доказана 

[3, 4]. Известно, что β-гликозилирование приводит к повышению 

биологической активности молекулы МДП в различных моделях in vitro [11, 

13, 15]. Однако в большинстве случаев при сравнении биологической 

активности МДП и его гликозидов использовались мышиные 

иммунокомпетентные клетки, что оставляло открытым вопрос об 

обоснованности экстраполяции этих данных на иммуноциты человека. 

В этой связи, полученные нами результаты представляют большой 

интерес, так как они уточняют зависимость иммуномодулирующей 
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активности гликозидов МДП от структуры агликона в отношении 

нейтрофилов, NK-клеток и ДК человека.  

В качестве агликонов исследуемые мурамилпептиды содержали 

алифатические (линейные) цепи, циклические структуры и трициклический 

радикал, обладающий максимальной гидрофобностью при сходном числе 

атомов углерода.  

Циклические и трициклический радикалы, присоединенные с помощью 

О-гликозидной связи к остатку N-ацетилмурамовой кислоты в положении С1, 

по данным настоящего исследования снижали биологическую активность 

МДП в отношении мононуклеаров и нейтрофилов периферической крови 

человека. При этом адамантильный радикал, имеющий наиболее жесткую 

пространственную структуру, вероятно, в большей степени снижал 

комплементарность молекулы к внутриклеточным рецепторам.  

Стойкость гликозидной связи гликозидов МДП в биологических средах 

и внутри клеток не изучалась. Нельзя исключить, что липофильные агликоны 

лишь облегчают проникновение содержащих их мурамилпептидов внутрь 

клетки-мишени, но вслед за этим гликозидная связь в этих молекулах 

подвергается разрушению как результат активности внутриклеточных 

гликозидаз. Возможно участие в гидролизе гликозидной связи и внеклеточных 

ферментных систем. В результате с NOD2 могут взаимодействовать 

мурамилпептиды, уже лишенные агликонов. Это по крайней мере отчасти 

может объяснить то, что по данным ранее опубликованных исследований in 

vivo некоторые β-гликозиды МДП с циклическими и трициклическими 

структурами обладали более высокой биологической активностью, чем 

немодифицированный МДП [15]. Вместе с тем наибольшей способностью 

стимулировать противоинфекционный [16] и противоопухолевый [7] ответ in 

vivo обладал все-таки β-гликозид c алифатическим агликоном. 

Снижение числа атомов углерода в алифатическом агликоне от 12 до 7 

коррелировало с увеличением биологической активности β-гликозидов МДП. 

Эти данные согласуются с результатами исследований О.В. Калюжина и 
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соавторов, продемонстрировавших превосходство β-гептилгликозида МДП 

над β-гексадецилгликозидом МДП в иммуномодулирующей эффективности 

разных тест-системах [124]. Предстоит ответить на вопрос, связано ли это с 

большим сродством гликозида МДП, обладающего коротким алифатическим 

агликоном, к рецептору NOD2, или является следствием преимуществ 

амфифильного мурамилпептида над более липофильными гомологами в 

проникновении через биомембраны.  

Выбор тест-систем для сравнения биологической активности 

гликозидов МДП и немодифированного МДП не случаен.  

Влияние исследуемых веществ на NK-зависимую цитотоксическую 

активность мононуклеаров периферической крови интересно не только 

потому, что NK-клетки являются важнейшим звеном врожденного иммунного 

ответа на вирусную инфекцию и опухолевую трансформацию клеток. 

Доказано, что, во-первых, NK-клетки экспрессируют рецепторы NOD2 [227], 

а, во-вторых, некоторые микробные паттерны, в том числе лиганды NOD2, 

индуцируют эпигенетическое репрограммирование этих клеток, приводящее к 

генерации и экспансии самоподдерживающейся популяции NK-клеток памяти 

[197]. Последнее событие имеет ключевое значение в формировании 

длительного состояния повышенной сопротивляемости различным 

инфекционным агентам, получившего название «тренированный иммунитет» 

[163]. В рамках этого феномена обсуждается стойкость иммунотропного 

действия иммуностимуляторов бактериального происхождения, в том числе 

мурамилпептидов, а также синтетических препаратов, усиливающих 

экспрессию рецепторов врожденного иммунитета к микробным паттернам 

[17]. 

Нейтрофильные гранулоциты являются доминирующей популяцией 

лейкоцитов. Фагоцитарная функция нейтрофилов лежит в основе 

врожденного иммунного ответа не только на патогенные бактерии, но и на 

грибы, вирусы и простейшие. Разнообразию функций нейтрофилов посвящено 

много оригинальных исследований и обзоров [27].  Эти клетки являются 
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привлекательными мишенями фармакологического действия вновь 

создаваемых иммуностимуляторов/иммуномодуляторов. Добавим, что 

нейтрофильные гранулоциты также относятся к NOD2-экспрессирующим 

клеткам [121].  

Скрининг семи производных МДП показал наличие значимой 

иммунотропной активности по отношению к NK-клеткам и нейтрофилам 

только у одного препарата – β-гептилгликозида МДП – и поставил вопрос о 

влиянии трансмембранной транспортировки и сродства к рецепторам NOD2 

на эффективность производных МДП как иммуномодулирующих средств. 

ДК являются одним из наиболее важных звеньев иммунной системы, 

обеспечивающих взаимосвязь ее врождённой и адаптивной составляющих. ДК 

осуществляют захват, транспортировку и презентацию антигенов другим 

иммунокомпетентным клеткам. Непосредственный контакт с ДК приводит к 

активации незрелых Т-клеток и их дифференцировки в направлении 

эффекторов/хелперов или регуляторов клеточных и гуморальных звеньев 

иммунного ответа. Таким образом, ДК играют основополагающую роль в 

развитии адаптивной иммунной реакции. Стимуляция созревания ДК может 

способствовать разрешению хронических инфекционных процессов и 

усилению противоопухолевого клеточного иммунитета.  

В этой связи представляло интерес изучить влияние наиболее 

биологически активного гликозида на экспрессию ДК человека маркеров, 

ассоциированных с их созреванием. В рамках использованной тест-системы in 

vitro β-гептилгликозид МДП усиливал экспрессию СD14. Это было вполне 

ожидаемым, так как феномен костимулирующего действия мурамилпептидов 

и ЛПС, рецептором которого является CD14, на клетки врожденного 

иммунитета описан достаточно давно. Этот феномен  обсуждался главным 

образом в контексте сочетанного влияния бактериальных паттернов на 

функцию моноцитов/макрофагов [205], однако относительно недавно был 

доказан синергизм TLR4/CD14- и NOD2-агонистов в отношении активации 

ДК [90].  
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Экспрессия других маркеров активности и зрелости ДК под влиянием β-

гептилгликозида МДП и немодифицированного МДП статистически значимо 

не изменялась. Возможно, это связано с ограничениями условий модельной 

тест-системы, в которой не хватало следовых количеств ЛПС – фактора, 

постоянно присутствующего в биологических средах организма и 

потенцирующего биологические эффекты мурамилпептидов. Вместе с тем 

требует дальнейшей проверки и анализа выявленные оппозитные тенденции: 

тренд к увеличению экспрессии HLA-DR под действием β-гептилгликозида 

МДП и обратная тенденция под влиянием МДП. Это говорит о том, что 

предпринятая модификация МДП придало молекуле некоторые качественно 

новые биологические свойства.  

Цитокины являются ключевыми медиаторами, обеспечивающими 

взаимодействие различных звеньев иммунной системы. Эти молекулы могут 

опосредовать как активирующие, так и регуляторные сигналы. Изучение 

концентрации цитокинов в крови позволяет судить о функции систем 

адаптивного и врожденного иммунитета в процессе иммунного ответа и, 

кроме того, об эффективности проводимой иммунотерапии. 

Выбранные мишени для изучения цитокин-индуцирующей активности 

β-гептилгликозида МДП не случайны. 

IL-1β является важнейшим активатором Т- и В-клеток, а также 

ключевым медиатором ранних фаз иммунного ответа и воспаления. Данный 

цитокин стимулирует лимфоциты, усиливает их адгезию к эндотелию и 

индуцирует синтез белков острой фазы.  

IL-2 функционально ассоциирован с Т-клетками, в первую очередь с их 

Тh1-субпопуляцией. Этот цитокин играет ключевую роль в аутостимуляции 

Т-лимфоцитов, при этом усиливая пролиферацию и дифференцировку Т-

клеток. Кроме того, IL-2 активирует цитотоксические лимфоциты и 

макрофаги.  

IL-4 является фактором роста и дифференцировки В-клеток, 

обеспечивая выработку в первую очередь IgE и IgG4. Основными клетками, 
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продуцирующими этот цитокин, являются Тh2-клетки, а также лимфоидные 

клетки врожденного иммунитета 2-го типа (ILC-2). 

IL-5, основным продуцентом которого также являются Тh2 и ILC-2, 

усиливает рост и созревание В-клеток, выработку IgA, пролиферацию и 

дифференцировку костномозговых предшественников эозинофилов.  

IL-6 оказывает влияние на дифференцировку В-клеток и индуцирует 

синтез белков острой фазы. Основным клетками, синтезирующими IL-6, 

являются активированные макрофаги и Т-клетки.  

IL-10 – важнейший регуляторный цитокин, синтезируемый Тr1-

субпопуляцией Treg, Вreg-клетками, М2-макрофагами и, возможно, одной из 

субпопуляций ILC. Он подавляет синтез провоспалительных цитокинов Th1-

клетками и M1-макрофагами; его действие на гуморальный иммунный ответ 

неоднозначно.  

IFN-γ, синтезируемый главным образом Тh1-клетками и ILC-1, в 

меньшей степени эпителиоцитами и фибробластами, является цитокином 

широкого спектра действия. IFN-γ индуцирует экспрессию молекул MHC 

классов I и II, активирует макрофаги и усиливает адгезию лимфоцитов к 

клеткам эпителия, повышает антивирусное и противоопухолевое действие 

Th1-клеток.  

TNF-α, продуцируемый ДК, макрофагами, лимфоцитами и тучными 

клетками, воздействует на макрофаги и гранулоциты. Данный цитокин 

активирует макрофаги, гранулоциты, различные цитотоксические клетки, 

усиливает адгезию лейкоцитов к эндотелию, усиливает кахексию, выработку 

белков острой фазы, стимулирует ангиогенез и синтез молекул MHC I класса. 

GM-CSF, синтезируемый Т-клетками и макрофагами, вызывает 

активацию пролиферации предшественников гранулоцитов и макрофагов, 

мобилизует эти клетки из костного мозга, а также участвует в регуляции 

созревания дендритных клеток. 

Срыв своевременной продукции провоспалительных цитокинов часто 

приводит к развитию хронических инфекционных процессов, в ходе которых 
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недостаточная активация иммунокомпетентных клеток приводит к 

персистенции возбудителей заболеваний. Повышение концентрации 

провоспалительных цитокинов IL-1β, IL-6 и GM-CSF через 1 час после 

введения β-гептилгликозида МДП указывает на активацию 

моноцитов/макрофагов. Высокий уровень IL-6 сохранялся спустя 24 часа 

после введения препаратов, что может отражать не только высвобождение 

этого и некоторых других цитокинов под влиянием иммуностимулятора, но и 

стимуляцию их синтеза de novo.  

В этом же контексте примечательно повышение концентрации IL-10 

через 8 часов после введения препарата, указывающее на активацию и 

компенсаторного противовоспалительного каскада.  

Таким образом, β-гептилгликозид МДП вызывал самоконтролируемый 

воспалительный процесс. Можно предположить, что применение этого 

гликозида МДП в качестве иммуностимулятора способно во многих 

клинических ситуациях предотвратить хронизацию инфекционного процесса 

и придать ему циклических характер. 

Отмеченное повышение концентрации IFN-γ через 1 час в сыворотке 

животных экспериментальной группы указывало на раннюю активацию 

механизмов противовирусной защиты. Уровень IFN-γ снизился до значений 

равных показателям контрольной группы через 8 часов после введения β-

гептилгликозида МДП, что говорит о транзиторном характере усиления 

синтеза или только о высвобождении внутриклеточного пула этого цитокина, 

синтезированного ранее.  

Рост концентрации IL-5 отражает потенцирование гуморального 

иммунного ответа. В то же время отсутствие статистически значимых 

изменений уровня IL-2 указывает на неполную стимуляцию B-клеточных 

реакций. 

Повышение содержания IL-4 и IL-17 после введения β-гептилгликозида 

МДП указывает на стимуляцию компонентов антительного ответа, зависимых 
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от Th2- и ILC-2-клеток, и Th17/ILC-17-ассоциированные мобилизацию и 

активацию нейтрофильных гранулоцитов.  

  Несмотря на множество исследований, направленных на изучение 

противоопухолевого иммунитета, точные механизмы взаимодействия 

иммуноцитов и опухолевых клеток остаются во многих аспектах 

нераскрытыми. Опухолевые клетки способны оказывать влияние как на 

эффекторные популяции иммунных клеток, так и на регуляторные популяции. 

Это достигается как синтезом цитокинов и хемокинов, так и 

непосредственным взаимодействием клеток. Опухолевые клетки способны не 

только подавлять популяции, ответственные за клеточный компонент 

иммунитета, но и использовать различные подвижные иммуноциты для 

диссеминации и индукции ангиогенеза в опухоли. 

NK-клетки и цитотоксические T-лимфоциты являются основными 

элементами непосредственной борьбы с опухолевыми клетками. Как показали 

предыдущие исследования, гликозиды МДП вызывают повышение 

активности NK-клеток и аллоспецифических цитотоксических T-лимфоцитов 

по отношению к клеткам-мишеням [18].  

Прививка мышам линии C57/Bl6 меланомы B16 воспроизводит 

общепризнанную модель для оценки прямого и иммуноопосредованного 

противоопухолевого действия фармакологических веществ в условиях целого 

организма. При этом торможение роста опухоли и увеличение 

продолжительности жизни являются интегральными показателями 

совокупного противоопухолевого действия исследуемых веществ, в том числе 

стимуляции ими противоопухолевого иммунитета.  

Для определения противоопухолевого потенциала β-гептилгликозида 

МДП его вводили в профилактическом и терапевтическом режимах. 

Отсутствие статистически значимого ТРО и УПЖ у животных после 

профилактического введения препарата указывает на то, что транзиторный 

иммуномодулирующий эффект β-гептилгликозида после однократного 

применения не способен оказывать значимое влияние на имплантацию 
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опухоли и дальнейшее течение опухолевого процесса. Вместе с тем 

многократное введение препарата в терапевтическом режиме вызывало 

дозозависимый и стойкий эффект торможения роста опухоли, а также 

увеличение продолжительности жизни мышей-опухоленосителей, 

получавших β-гептилгликозид МДП в дозе 5 мкг/животное.  

В тоже время у животных, получавших максимальную терапевтическую 

дозу препарата, при значимом ТРО не отмечалось увеличения 

продолжительности жизни. Это может быть проявлением токсичности 

высоких доз β-гептилгликозида МДП или индуцированных им эндогенных 

веществ. 

Доказана релевантность оценки норкового и поискового рефлексов у 

лабораторных животных для суждения о функции ЦНС. Известно, что 

развитие опухолевого процесса сопровождается подавлением активности 

ЦНС, в том числе снижением рефлексов. Кроме того, на функцию ЦНС могут 

оказывать некоторые иммунные медиаторы, такие как провоспалительные 

цитокины, выработку которых модулируют мурамилпептиды. Отсутствие 

отличий рефлексов у животных-опухоленосителей, которым вводили β-

гептилгликозид МДП или такой же объем физиологического раствора, 

указывает на отсутствие прямой или опосредованной нейротоксичности у 

этого препарата.  

Таким образом, проведенное исследование позволило уточнить влияние 

структуры агликона на иммуномодулирующую активность гликозидов МДП 

в отношении иммунокомпетентных клеток человека, и сделать еще один шаг 

на пути создания на основе β-гептилгликозида МДП иммунотропного 

препарата, имеющего потенциал к внедрению в комплексное лечение 

инфекционных и опухолевых заболеваний. 
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ВЫВОДЫ 

 

1) В концентрации 1 мкмоль/мл β-гликозиды мурамилдипептида (МДП) 

с алифатическими агликонами, также как и МДП, не влияли на 

цитотоксическую активность мононуклеарных лейкоцитов крови человека; 

среди гликозидов с циклическими агликонами только β-циклооктилгликозид 

МДП повышал NK-зависимую цитотоксичность, а β-адамантилгликозид МДП 

снижал ее. При увеличении концентрации до 10 и 100 мкмоль/мл наибольшую 

активность, сопоставимую с таковой у МДП, проявлял β-гептилгликозид 

МДП; увеличение числа атомов углерода в алифатической цепи агликона от 7 

до 12 коррелировало со снижением способности гликозидов МДП 

стимулировать NK-активность мононуклеарных лейкоцитов.  

2) β-Гептилгликозид МДП в концентрации 10 мкмоль/мл в той же 

степени, что и МДП, увеличивал долю нейтрофилов, активно 

фагоцитирующих частицы латекса в образцах цельной крови человека. Другие 

β-гликозиды МДП с алифатическими, циклическими и адамантильным 

агликонами не влияли на фагоцитарную функцию нейтрофилов.  

3) МДП и β-гептилгликозид МДП повышали экспрессию CD14 на 

дендритных клетках человека in vitro, но не изменяли статистически значимо 

экспрессию других мембранных маркеров, характерных для созревающих и 

зрелых дендритных клеток. При этом обнаружена выраженная тенденция к 

увеличению экспрессии СD83 под влиянием обоих гликопептидов, HLA-DR – 

под действием β-гептилгликозида МДП, а также тенденция к снижению 

экспрессии HLA-DR и СD86 – под влиянием МДП, комбинаций молекул 

CD80+HLA-DR и CD86+CD14 – под действием обоих гликопептидов. 

4) Через 1 час после внутрибрюшинного введения β-гептилгликозида 

МДП в сыворотке крови мышей повышалось содержание IL-1β, IL-2, IL-4, IL-

6, IL-10, IFN-γ, TNF-α и GM-CSF; в большинстве случаев это соединение 

превосходило МДП по цитокин-индуцирующей активности. Через 8 часов 

после инъекции β-гептилгликозида МДП в сыворотке крови сохранялась 
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повышенная концентрация IL-1β и IFN-γ; в большей степени, чем под 

влиянием МДП, возрастал уровень IL-5 и продолжалось увеличение 

содержания IL-6 и IL-10; концентрация TNF-α сменяла восходящий тренд на 

нисходящий, оставаясь на уровне выше, чем в контроле; содержание IL-2, IL-

4 и GM-CSF практически возвращалось к контрольным значениям. Через 24 

часа после введения β-гептилгликозида МДП сохранялся более высокий 

уровень IL-6, чем после инъекции МДП; МДП в большей степени, чем β-

гептилгликозид МДП, поддерживал высокие концентрации IL-10 и TNF-α.  

5) β-Гептилгликозид МДП при повторных внутрибрюшинных 

инъекциях в дозе 5 мкг/животное в терапевтическом режиме увеличивал 

продолжительность жизни мышей C57Bl/6 с имплантированной меланомой 

B16; в дозах 5 и 25 мкг/животное этот гликопептид, кроме того, вызывал 

значимое торможение роста опухоли. При однократном профилактическом 

введении β-гептилгликозид МДП статистически значимо не изменял рост узла 

меланомы и длительность жизни мышей-опухоленосителей.  

6) Внутрибрюшинное введение β-гептилгликозида МДП в 

терапевтическом и профилактическом режиме не влияло на динамику 

норкового и поискового рефлексов у мышей линии C57Bl/6 с привитой 

меланомой B16. 

 

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

 

Результаты диссертационного исследования, углубляя и расширяя 

представления о спектре биологической активности β-гептилгликозида МДП, 

в том числе в отношении иммунокомпетентных клеток человека, позволяют 

рекомендовать этот гликопептид как перспективную субстанцию для создания 

на ее основе иммунотропного лекарственного средства. 
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СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

ВИЧ – вирус иммунодефицита человека 

ВГС – вирус гепатита С 

ДК – дендритные клетки 

ДМСО – диметилсульфоксид 

ЛПС – липополисахарид 

МДП – мурамилдипептид 

МНК – мононуклеарные лейкоциты периферической крови 

CD – кластер дифференцировки 

FITS – флуоресцеин-изотиоцианат 

GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор 

HLA – человеческий лейкоцитарный антиген 

IFN-γ – интерферон-γ 

IL – интерлейкин 

ILC – лимфоидные клетки врожденного иммунитета 

NLR – NOD-подобные рецепторы 

MCH II – главный комплекс гистосовместимости 

TCR – T-клеточный рецептор 

TLR – Toll-подобные рецепторы 

Th – T-хелперы 

TNFα – фактор некроза опухоли α 

PAMP – патоген-ассоциированные молекулярные паттерны 

PRR – образ-распознающие рецепторы 
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