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ВВЕДЕНИЕ

Септический шок – угрожающее жизни 
осложнение инфекций, вызванных, как пра-
вило, грамотрицательными бактериями, ко-
торое проявляется тяжелыми нарушениями 
гемодинамики и полиорганной недостаточ-
ностью [1]. Одним из основных триггеров 
септического шока является бактериальный 
липополисахарид (ЛПС), парентеральное 
введение которого животным и человеку 
воспроизводит многие симптомы шока [2, 3]. 
С точки зрения патогенеза, септический шок 
представляет собой крайнее проявление си-
стемного воспалительного ответа, вызван-
ного ЛПС и другими компонентами бакте-
рий [4]. Предотвращение такого ответа явля-
ется одной из основных задач в профилакти-
ке септического шока [5–7].

Один из подходов к решению этой задачи 
основан на использовании феномена эндо-

токсиновой толерантности, т.е. временной 
(до 8 сут.) нечувствительности клеток и орга-
низма к ЛПС, наступающей после одно- или 
многократного введения ЛПС [8]. На клеточ-
ном уровне толерантность проявляется как 
неспособность клеток врожденной иммун-
ной системы, в первую очередь макрофагов 
(МФ), вырабатывать провоспалительные ци-
токины, такие как фактор некроза опухолей 
(TNF), при повторной стимуляции ЛПС [7, 9]. 
Молекулярные механизмы эндотоксиновой 
толерантности изучены недостаточно, одна-
ко наиболее вероятно постактивационное ин-
гибирование внутриклеточного сигнального 
пути от TLR4 – рецептора к ЛПС. Вещества 
микробного происхождения, активирующие 
этот же сигнальный путь (MyD88-зависимый), 
вызывают перекрестную толерантность друг 
к другу и к ЛПС, причем даже в тех случаях, 
когда они взаимодействуют с разными рецеп-
торами [10].

Для профилактики септического шока воз-
можно использование низких доз ЛПС, не 
вызывающих шок. Однако и эти дозы ЛПС 
обладают существенным побочным действи-
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ем [11]. Кроме того, клинические испытания 
антагонистов ЛПС показывают, что ингиби-
рование эффектов одного только ЛПС недо-
статочно для профилактики и лечения шока 
[12]. Поэтому оправдан поиск соединений, 
которые обладали бы меньшими побочными 
эффектами, но вызывали бы толерантность и 
перекрестную толерантность к более широ-
кому кругу веществ бактериальной природы.

Одним из кандидатов на роль таких соеди-
нений являются мурамилпептиды – фраг-
менты бактериального пептидогликана (ПГ), 
которые взаимодействуют с рецепторами 
NOD1 и NOD2 [13, 14]. NOD1 распознает 
фрагменты ПГ грамотрицательных бактерий, 
содержащие остаток мезо-диаминопимели-
новой кислоты, тогда как NOD2 распознает 
мурамилдипептид (МДП) – минимальный 
иммунологически активный фрагмент ПГ 
всех бактерий [13, 14]. Сообщалось, что МДП 
вызывает перекрестную толерантность МФ к 
ЛПС in vitro [15]. Однако МДП не предотвра-
щает эндотоксиновый шок in vivo [16] и обла-
дает побочным действием, напоминающим 
действие ЛПС. В то же время другой мур-
амилпептидный иммуномодулятор – мифа-
муртид – при введении за 24 ч. до инъекции 
ЛПС в несколько раз уменьшает летальность 
свиней от эндотоксинового шока при гораздо 
более мягких побочных эффектах [2].

Противошоковая активность специфиче-
ских агонистов NOD1, в том числе их способ-
ность индуцировать перекрестную толерант-
ность к ЛПС, не изучена. Однако известно, 
что высокие дозы вещества FK-565 – агони-
ста мышиного NOD1 – вызывают у мышей 
ряд гемодинамических и органных наруше-
ний, характерных для шока [17]. Поэтому ин-
дукция толерантности к агонистам NOD1, в 
дополнение к ЛПС-толерантности, может по-
высить эффективность профилактики септи-
ческого шока.

В настоящей работе изучена способность 
мурамилпептидов, полученных из ПГ грамот-
рицательной бактерии (Salmonella typhi), вы-
зывать толерантность и перекрестную толе-
рантность МФ к агонистам рецепторов NOD1, 
NOD2 и TLR4 in vitro.

МАТЕРИАЛЫ  И  МЕТОДЫ

Реактивы

Использовали следующие мурамилпепти-
ды и их производные, полученные из S. typhi: 
1) β-N-ацетил-D-глюкозаминил-(1→4)-N-аце-

тил-D-мурамоил-L-аланил-D-изоглютаминил-
мезо-диаминопимелиновую кислоту (ГМтри); 
2) β-N-ацетил-D-глюкозаминил-(1→4)-N-аце-
тил-D-мурамоил-L-аланил-D-изоглютаминил-
мезо-диаминопимелоил-D-аланин (ГМтетра); 
3) димер ГМтетра (диГМтетра), в котором 
мономерные остатки ГМтетра соединены 
амидной связью между карбоксильной груп-
пой терминального D-аланина одного остатка 
ГМтетра и ω-аминогруппой мезо-диаминопи-
мелиновой кислоты другого остатка ГМтетра; 
4) лактоил-L-аланил-D-изоглютаминил-мезо-
диаминопимелиновую кислоту (ЛАКтри), по-
лученную путем щелочной обработки ГМтри. 
Методика получения всех соединений описа-
на ранее [18]. ЛПС E. coli (серовар O111:B4) 
и β-N-ацетил-D-глюкозаминил-(1→4)-N-аце-
тил-D-мурамоил-L-аланил-D-изоглютамин 
(ГМди) были закуплены у Sigma (США). 

Стимуляция МФ

Человеческие МФ получали, как описано 
ранее [18], и высевали в 96-луночные плоско-
донные планшеты по 4 × 104 клеток на лун-
ку. Клеткам давали прикрепиться к пласти-
ку, после чего добавляли ГМтри, ГМтетра, 
диГМтетра, ЛАКтри, ГМди или ЛПС в указан-
ных ниже концентрациях. Через 24 ч. собира-
ли супернатант.

Индукция толерантности МФ

МФ культивировали с индукторами толе-
рантности в указанных ниже концентрациях 
и сочетаниях в течение 24 ч. В контрольные 
лунки индукторы толерантности не добав-
ляли («нетолеризованные» МФ). Через 24 ч. 
удаляли супернатант, каждую лунку дважды 
промывали 300 мкл теплой среды RPMI-1640 
и заполняли 200 мкл свежей культуральной 
среды (RPMI-1640, 2 мМ L-глутамин, 10% фе-
тальная телячья сыворотка, все – PAA, Авст-
рия). Затем в лунки добавляли ЛПС, ГМтри 
или ГМди в разрешающих концентрациях. 
В лунки отрицательного контроля не вносили 
ни индукторы толерантности, ни разрешаю-
щие стимулы (оценка спонтанной продукции 
TNF). Супернатант собирали еще через 24 ч. 

Исследование уровней TNF

Уровни TNF в супернатантах определя-
ли путем иммуноферментного анализа с по-
мощью наборов реактивов фирмы Цитокин 
(Россия). Эффект индукторов толерантности 
выражали в виде остаточной продукции TNF 
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в процентах; за 0% принимали спонтанную 
продукцию TNF, за 100% – продукцию TNF 
нетолеризованными МФ данного донора при 
использовании данного разрешающего сти-
мула. Толерантность считали «практически 
полной» при подавлении продукции TNF на 
95% и более.

Статистическая обработка данных

Парные измерения сравнивали с помощью 
непараметрического теста Уилкоксона.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Определение рабочих концентраций ГМтри, 
ГМди и ЛПС

ГМтри, ГМди и ЛПС являются специфи-
ческими агонистами, соответственно, NOD1, 
NOD2 и TLR4 [19, 20]. Вначале определяли 
концентрации этих агонистов, достаточные 
для максимальной выработки TNF макрофа-
гами (рис. 1). Максимальный ответ МФ на 
ГМтри достигался при 10 мкг/мл, далее от-
мечался выход на плато. Для ЛПС то же на-
блюдалось при 0,1 мкг/мл. ГМди вызывал 
максимальную выработку TNF при 1 мкг/мл. 
Указанные концентрации ГМтри, ГМди и ЛПС 
затем использовали в качестве разрешающих.

Индукция толерантности и перекрестной 
толерантности МФ к ГМтри, ГМди и ЛПС

ГМтри и ГМди в концентрациях 1–
100 мкг/мл вызывали практически полную 
толерантность МФ к повторной стимуляции 
теми же агонистами (рис. 2). ЛПС в исследо-
ванном диапазоне концентраций дозозависи-
мо подавлял ответ МФ на повторную стиму-
ляцию тем же агентом; при концентрациях 

0,001–0,1 мкг/мл толерантность была практи-
чески полной (рис. 2). Толерогенное действие 
субоптимальных концентраций ЛПС и ГМтри 
(рис. 2) превосходило способность тех же 
концентраций индуцировать выработку TNF 
нетолеризованными МФ (рис. 1). Так, ЛПС 
в концентрациях 0,0001, 0,001 и 0,01 мкг/мл 
вызывал продукцию TNF, составляющую, со-
ответственно, 2,3, 13,8 и 58,1% от максималь-
ной, однако при повторной (разрешающей) 
стимуляции ЛПС выработка TNF теми же 
клетками была подавлена, соответственно, на 
72, 95 и 96% по сравнению с нетолеризован-
ными МФ. ГМтри в концентрации 1 мкг/мл 
вызывал выработку TNF, составляющую 43% 
от максимальной, но при повторной стимуля-
ции этих же клеток разрешающей концент-
рацией ГМтри выработка TNF была подавле-
на на 96%.

ГМтри индуцировал полную перекрест-
ную толерантность к ГМди (рис. 2). Однако 
ГМди даже в концентрации 100 мкг/мл не 
вызывал полную толерантность к ГМтри, по-
давляя ГМтри-стимулированную продукцию 
TNF лишь примерно на 90% (рис. 2). И ГМтри, 
и ГМди в концентрациях 10–100 мкг/мл не-
сколько усиливали чувствительность МФ к 
ЛПС, однако эффект не был статистически 
достоверным (рис. 2). ЛПС в концентрации 
0,1 мкг/мл также несколько усиливал ответ 
МФ на ГМтри и ГМди, однако и этот эффект 
не был достоверным (рис. 2).

Индукция толерантности субоптимальными 
агонистами NOD1

Мурамилпептиды ГМтетра и диГМтетра, а 
также ЛАКтри (производное ГМтри) являют-
ся агонистами NOD1 ([19]; наши неопублико-
ванные данные). Все три соединения являют-
ся менее мощными индукторами синтеза TNF 
в МФ, чем ГМтри (рис. 3А). Однако все три 
вещества в концентрации 10 мкг/мл индуци-
ровали полную толерантность МФ к ГМтри и 
ГМди (рис. 3Б). Толерантность к ЛПС не на-
ступала. Таким образом, толеризующая ак-
тивность ГМтетра, диГМтетра и ЛАКтри со-
поставима с таковой у ГМтри.

Индукция толерантности с помощью 
комбинации ГМтри и ЛПС

Хотя использованные агонисты NOD1 и 
NOD2 не индуцируют перекрестную толе-
рантность к ЛПС, остается возможность ин-
дукции сочетанной толерантности к мур-

Рис. 1. Уровни TNF в супернатантах МФ после одно-
кратной 24-часовой стимуляции указанными вещества-
ми (M ± σ; n = 6).
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амилпептидам и ЛПС путем одновременного 
или последовательного применения малых 
доз агонистов NOD1 и TLR4. Мы исследова-
ли способность комбинации ГМтри и ЛПС 
в субоптимальных концентрациях вызы-
вать толерантность МФ к последующей сти-
муляции ГМтри, ГМди и ЛПС. Комбинация 
ГМтри + ЛПС вызывала толерантность МФ 
ко всем трем разрешающим агентам (рис. 4). 
Какого-либо взаимного усиления или ослаб-
ления толерогенных эффектов ГМтри и ЛПС 
не наблюдалось: присутствие ЛПС не влияло 
на индукцию толерантности к ГМтри и ГМди, 
тогда как комбинация ГМтри + ЛПС вызыва-
ла такую же толерантность к ЛПС, как и толь-
ко ЛПС в той же концентрации (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

Создание временной толерантности к ЛПС 
и другим компонентам бактерий в экспери-
менте позволяет предотвратить развитие эн-
дотоксинового и септического шока [5–7]. 
В качестве возражения против данного подхо-
да приводится то обстоятельство, что рецеп-
торы к ЛПС и другим патоген-ассоциирован-
ным молекулярным паттернам обеспечивают 
естественную резистентность к патогенам. 
В частности, пациенты и лабораторные жи-
вотные с мутациями TLR4 более подверже-
ны бактериальным инфекциям [4]. Эти две 
точки зрения можно «помирить», исходя из 
данных Foster et al. [21], которые показали, 

Рис. 2. Индукция толерантности и перекрестной толерантности МФ к повторному воздействию ГМтри, ГМди 
и ЛПС. 
МФ культивировали 24 ч. с индукторами толерантности в указанных концентрациях, отмывали и культивировали 
еще 24 ч. с разрешающими стимулами – ГМтри (10 мкг/мл), ГМди (1 мкг/мл) или ЛПС (0,1 мкг/мл), после чего ана-
лизировали уровни TNF в супернатантах. Последние выражали в процентах от выработки TNF нетолеризованны-
ми МФ при действии того же разрешающего стимула (M±σ; n=10).

Рис. 3. Стимулирующая и толерогенная активность субоптимальных агонистов рецептора NOD1. 
А – Уровни TNF в супернатантах МФ, стимулированных ГМтри, ГМтетра, диГМтетра и ЛАКтри (10 мкг/мл) од-
нократно в течение 24 ч (M ± σ; n = 7). Б – индукция толерантности и перекрестной толерантности МФ к ГМтри, 
ГМди и ЛПС с помощью ГМтри, ГМтетра, диГМтетра и ЛАКтри (все в концентрации 10 мкг/мл) (M ± σ; n = 5).
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что феномен ЛПС-толерантности распро-
страняется только на гены с провоспалитель-
ной активностью (TNF, IL6 и т.д.). Напротив, 
экспрессия белков с прямым антимикроб-
ным действием в «ЛПС-толерантных» МФ 
не только не подавляется, но даже усилива-
ется при повторной стимуляции ЛПС [21]. 
У мышей, получивших ЛПС S. typhimurium, 
несмотря на развитие ЛПС-толерантности, 
наблюдалось повышение бактерицидной ак-
тивности фагоцитов против S. typhimurium 
и улучшение выживаемости при заражении 
тем же микроорганизмом [6]. Наша группа 
ранее показала, что у мышей, получивших по-
вторные инъекции комплекса мурамилпепти-
дов (ГМтри + ГМтетра + диГМтетра), про-
дукция TNF и интерлейкина-6 в ответ на этот 
стимул подавлена, однако бактерицидная ак-
тивность клеток перитонеального экссудата 
и выживаемость при заражении летальной 
дозой бактерий повышены в несколько раз 
[22]. Таким образом, временное состояние то-
лерантности рецептора не эквивалентно вы-
ключению данного рецептора в результате 
мутации.

Оптимальный индуктор толерантности 
должен обладать невысокой токсичностью 
и, желательно, перекрестно «толеризовать» 
сразу несколько рецепторов, ответственных 
за распознавание компонентов бактерий [5]. 
По данным Hedl M. c соавторами, агонист 
NOD2 – МДП вызывает перекрестную толе-
рантность МФ к МДП и агонисту TLR4 – ЛПС 
[15]. Мы изучили возможность индукции то-
лерантности МФ к мурамилпептидам и ЛПС 
с помощью обработки МФ агонистами NOD1 
(мурамилпептидами, полученными из S. typhi) 

и агонистом NOD2 (ГМди). Оказалось, что 
ГМтри и ГМди индуцируют толерантность к 
самим себе и перекрестную толерантность 
друг к другу (что согласуется с данными лите-
ратуры [23]), но не вызывают перекрестную 
толерантность к ЛПС. Причины расхождения 
между нашими данными и результатами Hedl 
et al. [15] не вполне ясны и могут быть связа-
ны с особыми свойствами МДП, который в 
нашей работе не использовался.

Отсутствие перекрестной толерантности 
между ЛПС и мурамилпептидами можно объ-
яснить исходя из положения, что толерант-
ность друг к другу вызывают только вещест-
ва, активирующие один и тот же сигнальный 
путь [10]. Согласно имеющимся данным, сиг-
нальные пути от NOD1 и NOD2 практически 
идентичны [24], тогда как их объединение 
с сигнальными путями от TLR4 происходит 
лишь на поздних этапах (активация киназы 
IKK). Интересно, что ГМтри полностью подав-
ляет ответ на ГМди, тогда как ГМди подавляет 
ответ на ГМтри лишь на 90%. Это показывает, 
что у рецептора NOD1 существует дополни-
тельный сигнальный путь, отсутствующий у 
NOD2. С практической точки зрения, исполь-
зование ГМтри и других агонистов NOD1 для 
создания толерантности, вероятно, предпоч-
тительнее, чем применение агонистов NOD2, 
т.к. позволяет «закрыть» одновременно два 
рецептора (NOD1 и NOD2).

Важно, что толерогенным эффектом обла-
дали как оптимальные, так и субоптимальные 
(с точки зрения индукции TNF при однократ-
ной стимуляции) концентрации ГМтри. Кро-
ме того, субоптимальные агонисты NOD1, 
такие как ГМтетра, диГМтетра и ЛАКтри, 

Рис. 4. Индукция толерантности и перекрестной толерантности МФ к ГМтри, ГМДП и ЛПС с помощью ЛПС и ком-
бинации ГМтри + ЛПС (M±σ; n = 5). 
#, +, * обозначают отличие с p < 0,05 от продукции TNF нетолеризованными МФ при действии разрешающей 
концентрации ГМтри, ГМди и ЛПС, соответственно.
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обладали сходной с ГМтри толерогенной ак-
тивностью при меньшей способности инду-
цировать выработку TNF в стадию индукции 
толерантности (рис. 3). Те же закономерно-
сти наблюдались и для субоптимальных кон-
центраций ЛПС. В перспективе это позволит 
минимизировать побочные эффекты, связан-
ные со способностью ЛПС и мурамилпепти-
дов индуцировать выработку TNF и других 
провоспалительных цитокинов.

Хотя изученные в работе мурамилпепти-
ды не вызывали толерантность к ЛПС, тем не 
менее возможна индукция сочетанной толе-
рантности к мурамилпептидам и ЛПС путем 
сочетанного применения соответствующих 
агонистов. Поскольку мурамилпептиды и 
ЛПС способны взаимно потенцировать вы-
работку провоспалительных цитокинов [25], 
то в условиях in vivo вводить те и другие не-
обходимо в субоптимальных дозах и, веро-
ятно, последовательно, а не одновременно. 
Как показано в данной работе, субоптималь-
ные концентрации агонистов NOD1/NOD2 и 
TLR4 не оказывают взаимного влияния на ин-
дукцию толерантности к самим себе. Это дает 
основание полагать, что толерогенная актив-
ность мурамилпептидов и ЛПС при сочетан-
ном применении in vivo будет не ниже, чем 
при использовании каждого из двух соедине-
ний в отдельности, что позволит применять 
мурамилпептиды и ЛПС как независимые, 
взаимно дополняющие друг друга средства 
профилактики септического шока. Это пред-
положение нуждается в проверке на моде-
лях эндотоксинового и септического шока 
in vivo.
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INDUCTION  OF  TOLERANCE OF  HUMAN  MACROPHAGES  

TO  LIPOPOLYSACCHARIDE  AND MURAMYL  PEPTIDES  

FROM  GRAM-NEGATIVE  BACTERIA

M.V. Pashenkov, B.I. Alkhazova, V.L. L’vov, B.V. Pinegin

National Research Center «Institute of Immunology of the Federal Medical-Biological Agency of Russia», 
Moscow, Russia

The induction of temporary tolerance of macrophages to bacterial components, including 
lipopolysaccharide (LPS) and muramyl peptides, is considered as a potential strategy to prevent 
septic shock. We studied the ability of LPS and muramyl peptides from Gram-negative bacteria 
to induce tolerance of macrophages to these same compounds as well as cross-tolerance. 
Muramyl peptide agonists of NOD1 and NOD2 receptors, when used at optimal and suboptimal 
concentrations, induced cross-tolerance to one another, but not to LPS, and did not affect LPS-
induced tolerance to LPS. In turn, optimal and suboptimal concentrations of LPS did not induce 
cross-tolerance to muramyl peptides and did not influence muramyl-peptide-induced tolerance to 
muramyl peptides. Thus, muramyl peptides and LPS may be used as independent, complementary 
means of septic shock prevention.


