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Образование транзиторных белковых комплексов в ответ на активацию клеточных рецепторов 
является общим механизмом ответа клетки на внешние стимулы. В  настоящем обзоре пред-
ставлена концепция блокировки взаимодействий сигнальных белков пептидными блокаторами, 
а также описаны имеющиеся к настоящему времени достижения в разработке ингибиторов пере-
дачи сигнала, блокирующих сигнал-зависимые белковые взаимодействия.
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Принятые сокращения: АМП  – антимикробный пептид; БП  – блокирующий пептид; BB-петля  – петля 
между вторым тяжом и второй α-спиралью; ДВБ  – домен взаимодействия белков; ДС  – домен (клеточной) 
смерти; ПП – проникающий пептид; ACE2 – ангиотензинпревращающий фермент 2; IL – интерлейкин; IL-1R – 
рецептор интерлейкина 1; LPS  – липополисахарид; MAP  – митоген-активируемая протеинкиназа; MyD88  – 
Myeloid differentiation primary response protein 88; TIR  – домен гомологии Толл-белка насекомых, IL-1R 
человека и белков устойчивости растений; TIRAP  – TIR-containing adapter protein, также называемый  Mal; 
TLR – Толл-подобный рецептор; TNF – фактор некроза опухолей; TRAM – TRIF-related adapter molecule, также 
известный под наименованием  TICAM-2; TRIF  – TIR domain-containing adapter inducing IFN-β, также называе- 
мый TICAM-1.

ВВЕДЕНИЕ

Формирование многокомпонентных структу-
рированных белковых комплексов в ответ на ак-
тивацию клеточных рецепторов является общим 
механизмом трансляции клеткой экзогенных сиг-
налов в биологически значимый ответ. Принципы 
функционирования таких комплексов, часто назы-
ваемых сигнальными, были концептуально сфор-
мулированы ещё к концу прошлого–началу этого 
века  [1, 2]. Существующее концептуальное пони-
мание было дополнено достигнутыми в последние 
два десятилетия успехами структурной биологии, 
выявившими тонкую структуру многих олигомер-
ных комплексов, состоящих из сигнальных белков 
или из их отдельных доменов, с разрешением, 
достаточным для визуализации положения от-
дельных атомов  [3]. Эти знания существенно рас-

ширили понимание механизмов сборки сигналь-
ных комплексов и их функционирования. Вместе 
с тем признаётся, что накопленные к настоящему 
времени сведения в значительной степени фраг-
ментарны и не отражают динамики существо-
вания реальных комплексов. Также, поскольку 
большинство комплексов разрешено с использо-
ванием рекомбинантных методов, существует про-
блема верификации физиологически значимых  
структур.

Образование сигнальных комплексов в по-
давляющем большинстве случаев осуществляется 
специализированными белковыми доменами, за-
частую называемыми доменами взаимодействия 
белков (ДВБ) [2, 4]. Некоторые ДВБ, такие как SH2, 
SH3 или бромодомены, распознают специфические 
характеристические особенности или короткие 
мотивы, присутствующие в первичной структуре 
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белков; тогда как домены другого типа, примерами 
которых являются TIR-домены (домены гомологии 
Толл-белка насекомых, IL-1R человека и белков 
устойчивости растений) или домены смерти  (ДС), 
не имеют специфического мотива связывания. ДВБ 
последнего типа характеризуются способностью 
одновременно устанавливать множественные 
кооперативные взаимодействия с доменами сво-
его типа как гомо-, так и гетеротипически  [5,  6]. 
Опубликованные к настоящему времени структу-
ры сигнальных комплексов демонстрируют как их 
широчайшее топологическое разнообразие, так и 
фактическую уникальность сайтов, осуществляю-
щих индивидуальные бинарные взаимодействия 
компонентов внутри олигомерных комплексов [3].  
Структурное разнообразие сигнальных комплек-
сов включает в себя как линейные двуцепочеч-
ные комплексы, образуемые TIR-доменами акти-
вированных Толл-подобных рецепторов (TLR) и их 
адаптерных белков, а также рецепторами семей-
ства рецептора интерлейкина 1 (IL-1R)  [7, 8], так 
и спиральные комплексы различной структуры. 
Имеющиеся к настоящему времени примеры то-
пологий спиральных комплексов включают в себя 
как одно-, так и двуцепочечные спирали и пред-
ставлены такими комплексами, как Myddosome [9], 
PIDDosome [10], MDA5-MAVS [11], инфламмасомы 
[12–14] и другие [3, 15, 16].

Сигнальные пути клеток являются важнейшей 
фармакологической мишенью. Этот тезис, в част-
ности, подтверждается достигнутым в последние 
25 лет клиническим успехом терапевтических ан-
тител, направленных как на блокировку активи-
рующих сигнальные пути клеточных рецепторов, 
так и на блокировку цитокинов, функционально 
являющихся циркулирующими активаторами ре-
гулирующих иммунный ответ рецепторов [17–19]. 
Другим указанием на важность сигнальных путей 
как фармакологической мишени является то, что 
малые молекулы, блокирующие сайты связывания 
лиганда рецепторами, сопряжёнными с G-белком, 
составляют значительную часть имеющегося пула 
лекарственных средств [20–23]. Ввиду того, что ма-
лые молекулы оказались не столь эффективными 
для блокады рецепторов, активируемых макромо-
лекулами (такими как цитокины или экзогенные 
молекулы патогенов), а также того, что многие 
сигнальные пути не имеют свободно циркулиру-
ющих агонистов, блокировка сигнальных путей 
посредством нарушения сборки сигнальных ком-
плексов представляется перспективным подходом 
к созданию новых фармакологических препаратов. 
Однако следует отметить, что практический успех 
в создании лекарственных препаратов с таким 
механизмом действия к настоящему времени 
ограничен. Вместе с тем значительный пласт экс-
периментальных данных, полученных как in vitro 

с использованием культивируемых клеток, так и 
на различных моделях in vivo, указывает на то, что 
направленная разработка ингибиторов передачи 
сигнала с активированных рецепторов посред-
ством блокировки сборки сигнальных комплек-
сов возможна. Поскольку сборка сигнальных ком-
плексов в большинстве случаев осуществляется 
за счёт взаимодействий ДВБ  [2], ДВБ и белковые 
взаимодействия, осуществляемые за счёт ДВБ, яв-
ляются наиболее частой мишенью ингибиторов, 
разработанных к настоящему времени. В  настоя-
щем обзоре мы рассмотрим имеющиеся достиже-
ния в разработке ингибиторов сборки сигналь-
ных комплексов, а также оценим перспективы и 
сложности создания фармакологических агентов 
на основе таких ингибиторов.

КОНЦЕПЦИЯ ПЕПТИДНЫХ  
БЛОКАТОРОВ ТРАНЗИТОРНЫХ  

ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ СИГНАЛЬНЫХ БЕЛКОВ

Многочисленные примеры (многие из кото-
рых будут рассмотрены ниже) показывают, что 
относительно короткие пептиды, соответствую-
щие линейному фрагменту первичной белковой 
последовательности, формирующему сайт функ-
ционально значимого белок-белкового взаимо-
действия, способны блокировать функцию белка-
прототипа. Механизм действия таких пептидов, 
зачастую называемых блокирующими пептидами 
(БП) или пептидами-приманками (от английского 
decoy peptides), заключается в том, что блокирую-
щий пептид связывает и блокирует сайты взаимо-
действия белка-прототипа с белками-партнёрами, 
таким образом предотвращая формирование 
функционально значимого комплекса и, как след-
ствие, ингибируя подлежащую функцию  (рис.  1). 
Поскольку сборка сигнальных комплексов являет-
ся внутриклеточным процессом, помимо сегмента, 
имитирующего сайт связывания на белке-прото-
типе, функциональный блокатор сборки сигналь-
ного комплекса должен содержать сегмент, обес-
печивающий проникновение всей конструкции в 
клетку. В качестве агента, обеспечивающего транс-
мембранный перенос блокатора, наиболее часто 
используются пептидные векторы, взятые либо из 
натуральных белков, обладающих способностью 
проникать через плазматические мембраны кле-
ток, либо искусственно созданные аминокислот-
ные последовательности. Пептидные блокаторы 
взаимодействий, осуществляемых цитоплазма-
тическими белками, таким образом, состоят из 
двух функциональных частей: специфической 
части, обеспечивающей связывание с белками-
мишенями, и пептидного вектора, необходимого 
для проникновения всей конструкции в клетку. 
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Рис. 1. Механизм действия блокирующих пептидов – 
предотвращение формирования белкового комплекса 
за счёт конкуренции с белком-прототипом за функ-
циональный сайт связывания. а  – Взаимодействие 
ДВБ1 (голубая фигура) и ДВБ2 (зелёный сектор) при-
водит к формированию функционального бинарного 
комплекса. б  – Пептид, соответствующий сайту свя-
зывания ДВБ1 с ДВБ2, (голубой треугольник) сохра-
няет способность связываться с ДВБ2. в – Связывание 
пептида с ДВБ2 предотвращает формирование ком-
плекса ДВБ1–ДВБ2

Ниже  мы  рассмотрим типичные характеристики 
этих двух частей отдельно.

Дизайн мишень-связывающего сегмента 
блокирующих пептидов. Функциональное назна-
чение этой части пептида  – блокировка сайтов 
связывания белка-прототипа партнёрами по взаи-
модействию и, как следствие, предотвращение 
формирования сигнального комплекса  (рис. 1). 
В случаях, когда сайт взаимодействия белка изве-
стен, дизайн прототипа блокирующего пептида 
представляется очевидным. Однако следует отме-
тить, что, как показывают результаты скрининга 
библиотек пептидов, значительная часть пепти-
дов, соответствующих сайту связывания, может 
не проявлять ингибирующей активности в тестах 
на культуре клеток или in vivo  [24–26]. Наиболее 
частыми причинами отсутствия функциональной 
активности в таких случаях оказываются такие 
факторы, как неспецифическое связывание пеп-
тида компонентами протеома клетки, недостаточ-
ная растворимость пептида, негативное влияние 
мишень-связывающей части на проницаемость 
пептида, биологическая нестабильность пептида и 
другие факторы [27]. В случаях, когда границы сай-
тов взаимодействия не известны точно, ингиби-
рующие последовательности определяются путём 

скрининга библиотек пептидов или же подбира-
ются эмпирически  [5, 26, 28]. При эмпирическом 
выборе блокирующего сегмента или при дизайне 
библиотеки пептидов следует учитывать типич-
ные размеры сайтов, осуществляющих транзитор-
ные взаимодействия сигнальных белков. Общие 
характеристики сайтов взаимодействий белков 
достаточно хорошо изучены и описаны в серии 
исследований  [29–32]. Анализ известных струк-
тур сигнальных комплексов, образованных  ДВБ, 
подтверждает общие закономерности и уточняет, 
что площадь бинарных взаимодействий в таких 
комплексах находится в нижней половине диа-
пазона размеров сайтов взаимодействия белков в 
транзиторных комплексах и составляет 250–800 Å2 
[7–9, 33]. Принимая во внимание то, что циркуляр-
ность сайтов взаимодействия глобулярных белков 
высока и составляет в среднем 0,7  [29], верхняя 
оценка размера условного сайта бинарного взаи-
модействия в сигнальном комплексе соответству-
ет кругу диаметром ~30 Å. Альфа- или 310-спирали 
такой протяжённости соответствовали бы пепти-
ду, состоящему из 20 или 15 а.о., тогда как пептид 
такой же длины в конформации тяжей β-листа со-
стоял бы из 8–9 а.о. [34]. Следует отметить, что эти 
упрощённые оценки достаточно точно описывают 
диапазон размеров мишень-связывающего сегмен-
та экспериментально подтверждённых блокирую-
щих пептидов [26, 27].

Векторы, обеспечивающие внутриклеточ-
ную проницаемость блокирующих пептидов. 
Наиболее часто используемыми векторами для 
переноса БП внутрь клеток являются пептидные 
векторы. Основа для использования пептидных 
векторов для транспорта макромолекул через 
плазматическую мембрану клеток была зало-
жена во второй половине 80-х  гг. прошлого века 
открытием естественной способности трансакти-
ватора транскрипции  (Tat), белка, кодируемого 
вирусом иммунодефицита человека, проникать 
через плазматические мембраны  [35, 36]. Вслед 
за этим открытием аналогичная способность про-
никать через клеточные мембраны была обнару-
жена у белка мушек дрозофил Antennapedia home
odomain (Antp)  [37]. Вскоре было показано, что 
проникающая способность Antp обеспечивается 
за счёт присутствия относительно короткого сег-
мента первичной последовательности  (16  а.о.), 
формирующего третью α-спираль этого белка [38]. 
Позднее функционально аналогичные короткие 
последовательности (будем называть их про-
никающие пептиды  (ПП)) были обнаружены в 
Tat и других белках, способных проникать через 
клеточные мембраны  [39–42]. В  настоящее время 
насчитывают более 1000 известных ПП различ-
ных классов  [43, 44]. Помимо  ПП, обнаруженных 
в природных белках, известны и искусственно 
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созданные ПП [40, 42, 45]. На основании различий 
в физико-химических свойствах выделяют сле-
дующие классы  ПП: катионные, гидрофобные, а 
также амфипатические, включающие в себя как 
катионные, так и гидрофобные участки  [45]. При-
мерами катионных пептидов являются проникаю-
щие последовательности белков Tat (RKKRRQRRR), 
Antp  (RQIKIWFQNRRMKWKK), а также других чле-
нов семейства, способных к интернализации 
транскрипционных факторов, содержащих гомео-
домен [42, 46]. К этой же группе относятся и неко-
торые искусственные последовательности, такие 
как олигоаргинины или олиголизины [45, 47]. При-
мером амфипатичестого ПП является транспортан, 
искусственно созданная комбинация двух фраг-
ментов природных белков  [48]. Гидрофобные  ПП 
встречаются реже, и они менее чувствительны к 
аминокислотным заменам [45]. Отмечалась мень-
шая эффективность гидрофобных  ПП по сравне-
нию с ПП других классов.

Механизмы интернализации  ПП по-преж-
нему остаются предметом дискуссий в литера-
туре  [42,  49]. Общепризнанным является то, что 
ПП  интернализируются посредством как эндоци-
тоза с последующим выходом из эндосом, так и 
прямого взаимодействия с плазматической мем-
браной, причём отдельные ПП могут использовать 
множественные механизмы проникновения, важ-
ность отдельных из которых различается как для 
индивидуальных пептидов, так и для клеточных 
линий. Вместе с тем ПП не используют специаль-
ных белковых переносчиков для проникновения 
в клетку, чем объясняется универсальность их 
действия в отношении клеток различных типов. 
Длина использовавшихся ПП варьирует в диапа-
зоне 5–30 а.о. Помимо белков и пептидов, ПП спо-
собны переносить внутрь клеток макромолеку-
лярные соединения различной природы, включая 
нуклеиновые кислоты, медицинские препараты и 
контрастные вещества, а также сложные мульти-
молекулярные структуры, такие как липосомы 
или наночастицы [45, 49, 50]. Пептидные векторы 
эффективны для внутриклеточного транспорта 
различных веществ не только в монослое культи-
вируемых клеток. Многочисленные исследования 
показывают, что ПП также повышают тканевую 
проницаемость, включая проницаемость через 
гематоэнцефалический барьер. Так, уже в ранней 
работе Schwarze et al.  [51] было показано, что Tat-
пептид обеспечивает проникновение введённой 
интраперитониально β-галактозидазы, белка раз-
мером 120 кДа, во все ткани мышей, включая мозг. 
Результаты последующих работ подтвердили эф-
фективность ПП для внутриклеточного транспорта 
карго различной природы in  vivo, а также пока-
зали широкое распределение по органам как при 
интраперитониальном, так и при внутривенном 

введении  [52–55]. Вместе с тем отмечалось пре-
имущественное накопление ПП в печени и поч-
ках, тогда как накопление в мозге и мышцах было 
существенно меньше [53, 54].

Отметим, что типичные рабочие концентра-
ции ПП при применении в культуре клеток на-
ходятся в достаточно узком диапазоне, варьируя 
от  1–5  мкM до  50–100  мкM, для широкого спек-
тра  ПП, транспортируемых агентов, а также кле-
точных линий [26]. Наиболее вероятной причиной 
существования нижнего предела эффективных 
концентраций является низкая эффективность 
транспорта при меньших концентрациях ПП. Под-
тверждением такого обоснования являются наблю-
дения значительно более высокого сродства бло-
кирующих пептидов к их белку-мишени in vitro по 
сравнению с эффективной концентрацией в куль-
туре клеток. В качестве примера можно привести 
TLR-блокирующий пептид  2R9, константа связы-
вания которого с мишенью, TIR-доменом адаптер-
ного белка TIRAP, составляла ~40 нM, тогда как эф-
фективная концентрация в культуре макрофагов 
была примерно в  500  раз выше  [56]. Существова-
ние верхнего предела используемых на клетках 
концентраций ПП обусловлено цитотоксичностью, 
зачастую наблюдаемой при использовании БП в 
концентрациях, превышающих 100  мкM, что свя-
зано с их мембранотропным действием и способ-
ностью формировать мембранные поры при высо-
ких концентрациях.

Другим проявлением мембранотропных 
свойств  ПП являются антимикробные свойства, 
основывающиеся на сходстве их физико-хими-
ческих свойств со свойствами так называемых 
«антимикробных пептидов» [57, 58]. Антимикроб-
ными пептидами (АМП) называют природные пеп-
тиды, кодируемые геномами как растений, так и 
животных как элемент системы противомикроб-
ной защиты, эффективный против патогенов раз-
личных классов, включая бактерии, вирусы и гри-
бы [59]. Оба класса пептидов, как ПП, так и АМП, в 
основном представлены катионными пептидами, 
включающими в себя значительную долю гидро-
фобных аминокислотных остатков  [57, 60, 61]. 
И хотя механизмы бактерицидного действия АМП, 
вероятно, множественны, как ПП, так и АМП про-
являют меньшую цитотоксичность в отношении 
животных клеток по сравнению с активностью в 
отношении прокариот.

Несмотря на огромный прогресс в открытии 
новых  ПП, наиболее часто используемыми век-
торами остаются 2  ПП, открытые первыми: Tat-
пептид и вектор из Antp, часто называемый в 
литературе пенетратином. Следует отметить, что 
относительная эффективность этих векторов варь-
ирует в различных системах и зависит от клеточ-
ной модели и природы молекулярной мишени: 
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в  одних системах Tat оказывается более эффек-
тивным, в других – более эффективен пенетратин. 
Однозначное и верифицируемое объяснение дан-
ного наблюдения в литературе отсутствует, и пер-
вичный выбор ПП осуществляется исследователя-
ми эмпирически. Одним из удобств использования 
пенетратина является простота квантификации 
содержащих его БП. Пенетратин содержит амино-
кислотные остатки триптофана, соответственно 
его концентрацию можно определять спектро-
фотометрически, тогда как такая возможность 
для  БП, содержащих  Tat, зависит от присутствия 
поглощающих ароматических аминокислотных 
остатков в блокирующей части пептида. Следует 
отметить, что природные последовательности, 
обеспечивающие проникновение белков в клетку, 
в высокой степени эволюционно сохранны. Так, 
проникающая последовательность белка дрозо-
филы Antp на 100% сохранна в гомологичном бел-
ке человека  [62]. Высокая степень эволюционной 
сохранности проникающих последовательностей 
отражает их биологическую значимость для функ-
ции белков-носителей.

В заключение этого раздела статьи отметим, 
что концепция блокирующих пептидов основы-
вается на часто наблюдаемой способности пепти-
дов, соответствующих отрезку первичной после-
довательности белка, формирующему сайт (или 
значительную часть сайта) функционального бе-
лок-белкового взаимодействия, связывать белок-
партнёр по взаимодействию и тем самым блоки-
ровать функцию белка-прототипа. Концепция  БП 
применима к внутриклеточным мишеням за счёт 
использования пептидных векторов, способных 
осуществлять перенос специфической блокирую-
щей части пептида внутрь клеток. Наибольшее 
число имеющихся на настоящее время успешных 
примеров применения БП относится к блокировке 
взаимодействий, осуществляемых ДВБ, белковыми 
доменами, специализирующимися на осуществле-
нии сигнал-зависимых белковых взаимодействий.

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА  
БЛОКИРУЮЩИХ ПЕПТИДОВ

Первые успешные попытки модулировать 
биологические функции с помощью синтетиче-
ских  БП можно отнести к 90-м  гг. прошлого века. 
Мишенью первых экспериментальных работ были 
внеклеточные взаимодействия белков. Так, раз-
личные варианты пептидов, содержащих связы-
вающий интегрины мотив  (RGD), использовались 
в качестве агентов для блокировки клеточной 
адгезии в попытках разработки инновационных 
медицинских препаратов  [63]. Другим ранним 
примером реализации концепции блокирова-

ния функциональных белковых взаимодействий 
является ингибирование протеинкиназы Akt пеп-
тидами-псевдосубстратами, а также пептидом, 
содержащим тяж  βA взаимодействующего с  Akt 
белка TCL1  [64,  65]. Применение пептидных век-
торов, обеспечивающих проникновение в клетку, 
в сочетании с сегментом, обеспечивающим связы-
вание мишени, существенно расширило область 
применения методологии блокирующих пепти-
дов. Так, пептиды, блокирующие олигомериза-
цию NEMO (nuclear factor kappa-B (NF-κB) essential 
modulator), а также пептиды, соответствующие 
NEMO-связывающему домену  IKK, ингибировали 
активацию NF-κB, индуцированную фактором 
некроза опухолей  (TNF) или липополисахари-
дом (LPS) [66–68]. В исследовании Borsello et al. [69] 
использовался пептид (10 а.о.), состоящий из после-
довательности белка Tat вируса иммунодефицита 
человека в сочетании с JNK-связывающим моти-
вом белка  (20  а.о.), взаимодействующего с  JNK  1  
(JNK interacting protein  1). Интересно, что как L-, 
так и D-изомеры этого пептида блокировали ки-
назную активность  JNK и оказывали нейропро-
текторное действие в моделях ишемии мозга [69]. 
Другим примером белкового сегмента, блокирую-
щего активность митоген-активируемых протеин-
киназ (MAP), является участок последовательности 
киназы MEK1 (13 а.о.), который эффективно инги-
бировал активность киназ  ERK  [70]. Примером 
успешной реализации концепции блокирующих 
пептидов в отношении рецепторов, сопряжённых 
с G-белком, является пептид, включающий С-кон-
цевой сегмент белка Gαs в связке с пенетратином. 
Этот пептид специфически ингибировал продук-
цию cAMP, стимулированную агонистами адрено-
рецепторов [71].

Значительное количество исследований 
было посвящено разработке ингибиторов TLR. 
Horng  et  al.  [72] были первыми, кто использовал 
синтетические проникающие пептиды для инги-
бирования  TLR. Авторы показали, что пептид, 
состоящий из BB-петли (петля между вторым тя-
жом и второй α-спиралью) TIR-домена адаптер-
ного белка  TIRAP в связке с пенетратином, бло-
кирует индуцированную LPS активацию NF-κB и 
MAP-киназ в макрофагальной линии клеток. Этот 
пептид, однако, не проявлял подобной активно-
сти при стимуляции клеток агонистом TLR9 или 
IL-1  [72]. TIRAP-пептид также селективно блоки-
ровал TLR4-зависимые продукцию цитокинов и 
созревание дендритных клеток  [72]. В  другом ис-
следовании сравнивались эффекты аналогичных 
пептидов, блокирующие части которых состояли 
из гомологичной BB-петли TIR-доменов всех из-
вестных адаптерных белков, участвующих в пере-
даче сигнала с  TLR  [73]. Это и другие исследова-
ния показали, что пептиды, включающие в себя 
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петлю BB TIR-домена адаптерных белков MyD88 
(Myeloid differentiation primary response protein 88), 
TRIF (TIR domain-containing adapter inducing IFN-β, 
также называемый TICAM-1) и TRAM (TRIF-related 
adapter molecule, также называемый TICAM-2), 
также обладают ингибиторным действием, в зна-
чительной степени подавляя сигнальную функ-
цию TLR [41, 73–76]. Вместе с тем отмечались раз-
личия в эффективности отдельных адаптерных 
пептидов и сообщалось, что ингибиторное дей-
ствие пептида, содержащего последовательность 
адаптерного белка  TRAM, было наиболее выра-
жено  [73]. Пептидомиметик, имитирующий цен-
тральную часть  БП, происходящего из BB-петли 
TRAM  [55, 73], оказывал кардиопротекторное дей-
ствие в мышиной модели инфаркта миокарда, что 
интерпретировалось авторами как проявление 
ингибирования TLR4-зависимого воспаления  [77]. 
В  последующем исследовании та же группа авто-
ров подтвердила, что димерный пептидомиме-
тик, имитирующий ВВ-петлю TRAM, дозозависи-
мым образом ингибирует индуцированную LPS 
транскрипцию IFN-β и CXCL10  [78]. Вместе с тем 
отмечалась неполная специфичность действия 
этого агента, поскольку также ингибировалась 
продукция IFN-β, индуцированная агонистами 
TLR8 и MDA5/RIG-I [78]. Пептиды, соответствующие 
BB-петле рецепторов TLR2 и TLR4, аналогичные 
по дизайну адаптерным ВВ-пептидам, также бло-
кировали активность рецепторов-прототипов и 
проявляли кросс-реактивность, тогда как пептид, 
содержащий гомологичную последовательность 
из TLR1 или TLR6 (эти белки не индуцируют сиг-
налинг самостоятельно, а только при гетеродиме-
ризации с TLR2), не обладал биологической актив- 
ностью [79].

Следующим этапом в развитии методологии 
блокирующих пептидов стало использование 
скрининга библиотек пептидов, соответствующих 
вероятным сайтам взаимодействия доменов взаи-
модействия белков. Основой для этого подхода 
послужило возникшее понимание множественно-
сти функциональных сайтов взаимодействия, при-
сутствующих на ДВБ, вместе с отсутствием точной 
информации о локализации таких сайтов. Первой 
работой, в которой были представлены результаты 
скрининга библиотеки пептидов, полно представ-
ляющих поверхность ДВБ, стал скрининг пептидов 
TIR-домена TLR4 [5]. Библиотека состояла из 11 пеп-
тидов, блокирующая часть каждого из которых 
состояла из сегмента первичной последовательно-
сти TIR-домена TLR4, представляющего нефрагмен-
тированную часть поверхности домена. В качестве 
проникающей последовательности использовался 
пенетратин. Результаты работы валидировали 
предложенный подход, косвенно подтвердив пред-
положение о множественности сайтов взаимо-

действия, присутствующих на TIR-доменах. Было 
идентифицировано 5  пептидов, проявлявших 
ингибирующее действие в отношении индуци-
рованной LPS активации MAP-киназ и факторов 
транскрипции, а также экспрессии цитокинов [5]. 
Ингибирующее действие проявляли пептиды, со-
ответствующие участку, соединяющему TIR-домен 
с трансмембранным участком TLR, петлям AB и BB, 
а также α-спиралям B и D (рис. 2, а и б) [5]. В после-
дующей работе авторы проскринировали анало-
гичным образом созданную библиотеку пептидов 
адаптерного белка TIRAP  [80]. Скрининг выявил 
5  активных пептидов, происходящих из следую-
щих структурных элементов TIR-домена: петля AB, 
а также α-спирали B, C, D и E  [80]. Интересно, что 
активность использовавшегося в этой работе пеп-
тида, представляющего петлю  BB (пептид  TR4), 
но не включающего лишь один аминокислотный 
остаток ранее использовавшегося TIRAP BB-пепти-
да [72], была существенно меньше. В последующих 
работах были скринированы библиотеки TIR-доме-
нов адаптерных белков MyD88-независимого пути, 
TRAM и TRIF [55, 81]. В обеих библиотеках было об-
наружено по  2  активных пептида. В  дополнение  
к ранее обнаруженным пептидам, происходящим 
из петли  BB обоих адаптерных белков  [73], инги-
бирующей активностью обладали пептид  TM6 из 
третьей спирали TRAM и пептид  TF5 из второй 
спирали TRIF  [55, 81]. Используя делеционный 
анализ, авторы идентифицировали транкиро-
ванные варианты  (9  а.о.) блокирующих пептидов 
TM6-ΔC и TF5-ΔC, которые практически полностью 
сохраняли ингибиторную активность своих прото-
типов. Проведенные в последующих работах скри-
нинги пептидных библиотек TIR-доменов рецеп-
торов  TLR2, корецепторов  TLR2 (TLR1  и  TLR6), а 
также TLR9, TLR7 и  TLR5 выявили дополнитель-
ные ингибиторные последовательности в каж-
дой из библиотек  [25, 26, 56, 82, 83]. На  основании 
анализа взаимного расположения сегментов, 
представляющих активные БП на поверхности 
TIR-доменов, было предложено, что активные пеп-
тиды происходят из 4-х топологически сохранных 
сайтов TIR–TIR-взаимодействий, ответственных за 
сборку сигнальных комплексов активированными 
TLR  (рис.  2)  [26, 83–85]. Два сайта (S1  и  S4) распо-
ложены на противоположных сторонах TIR-доме-
на в районах краевых тяжей β-листа. В  дополне-
ние к аминокислотным остаткам, формирующим 
тяж B, сайт S1 может быть представлен сегмента-
ми петель  AB и/или  BB, а также (в случае рецеп-
торов TLR2, TLR4 и  TLR7) сегментом, соединяю-
щим TIR с трансмембранной спиралью  [5, 24, 26].  
Сайт  S4 представлен пептидами, соответствующи-
ми тяжу E, а также прилегающей к тяжу E α-спира-
ли E [24–26]. Сайты  S2 и  S3 образованы тремя спи-
ральными участками, прилегающими к β-листу 
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Рис. 2. Структура TIR-доменов, позиции участков, соответствующих ингибиторным БП, и предполагаемая ар-
хитектура комплексов, образуемых TIR-доменами при активации  TLR. а  – Схема, показывающая вторичную 
структуру TIR-доменов  [84]. TIR-Домены принадлежат к классу α/β белковых доменов, вторичная структура 
которых образована β-тяжами, чередующимися с α-спиральными участками [84]. Согласно наиболее часто ис-
пользуемой номенклатуре, элементы вторичной структуры TIR-доменов обозначаются в алфавитном порядке, 
начиная с N-конца. Например, βА и βЕ (показаны на панели (а) треугольниками) обозначают первый и пятый 
тяжи, а αB и αД – вторую и четвёртую спирали (показаны на схеме коричневыми кружками). Петли обозна-
чаются двумя заглавными буквами соответственно элементам, которые они соединяют. Например, петля ВВ 
соединяет второй тяж со второй спиралью, а петля  ДЕ  – четвёртую спираль с пятым тяжом. б  – Третичная 
структура TIR-домена TLR2 человека [85]. Типичный TIR-домен включает в себя 5 тяжей, уложенных в парал-
лельный β-лист, формирующий сердцевину домена. α-Спирали располагаются по обе стороны листа – первая 
и последняя располагаются с вогнутой стороны листа; вторая, третья и четвёртая располагаются на его вы-
пуклой стороне. в – 4 сайта связывания TIR-доменов, осуществляющие димеризацию TIR-доменов рецепторов 
и рекрутирование адаптерных белков, обозначены на рисунке как S1–S4. Сайты S1 и S4 расположены на про-
тивоположных концах TIR-домена, в районах краевых тяжей β-листа. Сайты  S2 и  S3 располагаются в  одной 
полусфере. Сайт  S2 формируется спиралями B и/или  С; сайт  S3  – спиралью  D вместе с прилегающими пет-
лями  [26,  83]. г  – Схема взаимодействия TIR-доменов в формирующемся сигнальном комплексе при актива-
ции TLR9 в присутствии обоих адаптеров MyD88-зависимого пути, TIRAP и MyD88. Сайты S1 и S4, реципрок-
но взаимодействуя, образуют связи внутри каждой из цепей двуцепочечной структуры комплекса, тогда как 
сайты  S2 и  S3 формируют межцепочечные связи  [83]. д  – Схема взаимодействия TIR-доменов в сигнальном 
комплексе при активации TLR9 при отсутствии TIRAP [83]

с его выпуклой стороны: спиралями B, C и  D.  
Спирали B и/или C образуют сайт S2; спираль D – 
сайт S3  (рис. 2, в)  [26, 83]. Предложено, что сборка 
первичного сигнального комплекса активирован-
ными TLR осуществляется за счёт TIR–TIR-взаимо-
действий, осуществляемых за счёт связывания 

сайта S1 с сайтом S4, а также сайта S2 с сайтом S3 
(рис. 2, г и д) [26, 83]. Последнее положение также 
основывается на результатах структурного ана-
лиза олигомерных комплексов, спонтанно обра-
зуемых in  vitro рекомбинантными TIR-доменами 
адаптерных белков TIRAP и MyD88 [7, 8].
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Помимо стратегий дизайна блокирующих 
пептидов, основывающихся на мимикрии сайтов 
взаимодействия белков эукариот, также исполь-
зовались стратегии, основывающиеся на спо-
собности некоторых бактериальных и вирусных 
патогенов блокировать антимикробную защиту 
высших животных посредством белков, связы-
вающих компоненты иммунной системы  [86, 87]. 
Одним из примеров таких белков являются белки 
вируса коровьей оспы  A46R и  A52R, обладающие 
способностью связывать TIR-домены как  TLR4, 
так и адаптерных белков, передающих сигнал 
с  TLR4, тем самым блокируя сборку сигнальных 
комплексов [88, 89]. В обоих вирусных белках были 
идентифицированы короткие пептиды, способные 
ингибировать TLR. Так, конъюгированный с поли-
аргининовым вектором пептид P13 из белка A52R 
эффективно ингибировал продукцию цитокинов, 
индуцированную агонистами TLR3, TLR4 и TLR7 в 
культуре клеток, а также снижал летальность мы-
шей в модели септического шока, индуцированно-
го введением LPS и D-галактозамина [90, 91]. Скри-
нинг пептидов, представляющих участки  A46R, 
ответственные за ингибирование  TLR4 полно-
размерным белком, выявил пептид, способный 
ингибировать TLR4 в культуре клеток в концен-
трации 1–5 мкM [28]. Этот пептид, названный авто-
рами VIPER, был специфичен к TLR4 и не оказывал 
ингибирующего действия на TLR2, TLR3 или TLR9. 
Авторы исследовали влияние аминокислотных за-
мен на активность  VIPER. Интересно, что замена 
одной аминокислоты в любой из позиций за ис-
ключением центрального лейцина не оказывала 
существенного влияния на ингибиторную актив-
ность пептида [28].

Было показано, что содержащие TIR-домен 
бактериальные факторы вирулентности TcpB 
и TcpC обладают способностью ингибировать TLR 
за счёт связывания адаптерного белка MyD88 [92]. 
Snyder et al.  [93] тестировали пептиды, соответ-
ствующие петлям  BB и  DD TIR-домена белка  TcpC 
уропатогенного штамма Escherichia coli. Оба пеп-
тида подавляли индуцированную LPS активацию 
макрофагов. Используя иммунопреципитацию, 
авторы показали, что BB-пептид связывает TLR4, а 
DD-пептид – MyD88 [93]. Ke et al. [94] скринировали 
библиотеку пептидов TIR-домена белка TcpB (TIR-
containing protein in Brucella). Скрининг выявил 
2  пептида, TB-8 и  TB-9, ингибирующих ответ на 
LPS в моделях in vitro и  in vivo  [94].

Методология блокирующих пептидов также 
применялась в попытках разработки антивирус-
ных агентов, предотвращающих проникновение 
вируса SARS-CoV-2 в клетку [95]. Предлагались пеп-
тиды, происходящие как из вирусного белка Spike, 
так и из белка ангиотензинпревращающий фер-
мент 2 (ACE2), являющегося рецептором, связываю-

щим Spike и необходимым для вхождения вируса 
в клетку хозяина  [95]. На  основании известной 
структуры комплекса Spike–ACE2 Loi  et  al.  [96] со-
здали серию коротких пептидов, происходящих из 
различных сайтов взаимодействия белка Spike с 
ACE2, и показали, что эти пептиды снижают связы-
вание вируса с экспрессирующими ACE2 клетками 
при применении Spike-пептидов как по отдельно-
сти, так и (более эффективно) в составе коктейля 
из нескольких пептидов.

В заключение раздела, дающего функциональ-
ную характеристику известных БП, можно конста-
тировать, что пептидные блокаторы могут быть 
направлены на блокировку как внеклеточных 
взаимодействий белков, так и взаимодействий 
сигнальных белков, находящихся в цитоплазме. 
В  последнем случае требуется дополнение бло-
кирующей части пептида пептидным вектором, 
обеспечивающим трансмембранный перенос. 
Блокировка функции трансмембранных рецепто-
ров, располагающихся на плазматической мем-
бране или на мембране эндосом, реализуема как 
за счёт блокировки взаимодействий, осуществляе-
мых непосредственно рецепторами, так и за счёт 
блокировки индуцированных активацией рецеп-
тора взаимодействий адаптерных и эффекторных 
белков, располагающихся в цитоплазме. Опубли-
кованные работы также показывают, что скри-
нинг библиотек пептидов, созданных на основе 
последовательностей ДВБ, оказывается наиболее 
продуктивным вследствие множественности сай-
тов связывания, типично присутствующих на ДВБ. 
Ещё одним общим наблюдением при анализе 
опубликованных работ является достаточно узкий 
диапазон рабочих концентраций  БП, направлен-
ных на блокировку внутриклеточных мишеней. 
Эффективная рабочая концентрация в культуре 
клеток для подавляющего большинства известных 
пептидов находится в диапазоне 5–40  мкM, что, 
по-видимому, определяется эффективностью транс-
мембранного переноса пептидными векторами.

ВЕРИФИКАЦИЯ МЕХАНИЗМА ДЕЙСТВИЯ  
БЛОКИРУЮЩИХ ПЕПТИДОВ

Концепция блокирующих пептидов основы-
вается на предположении, что БП в значительной 
степени сохраняют специфичность и аффинность 
взаимодействий полноразмерного белка-прото-
типа. На  практике, однако, БП  идентифицируют 
не по связыванию с мишенью в системе in vitro, 
а в функциональных тестах либо путём скринин-
га, либо используя предсуществующее знание о 
положении сайта взаимодействия, необходимого 
для выполнения ингибируемой функции. Оче-
видно, что  верификация механизма действия БП,  
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идентифицированных по ингибированию функ-
ции, должна включать подтверждение прямого свя-
зывания БП с белком-мишенью и/или блокировку  
пептидом взаимодействия мишени с полноразмер-
ным белком-прототипом пептида. К  настоящему 
времени имеются данные, подтверждающие такой 
механизм действия для значительного числа  БП. 
Так, в одной из ранних работ методом иммуно-
преципитации было показано, что пептид, соот-
ветствующий петле BB TIR-домена MyD88, предот-
вращает димеризацию MyD88  [97]. Piao  et  al.  [56], 
используя дот-блоттинг, позднее показали, что 
пептид из BB-петли TIR-домена MyD88, кро-
ме  MyD88, связывает и TIR-домены TIRAP и  TLR9. 
Другим примером мультиспецифического связы-
вания является пептид  7R11, соответствующий 
пятой спирали TIR-домена TLR7 (сайт S4; рис 2, в). 
7R11 связывал TIR-домены как MyD88, так и TIRAP, 
но не контрольный белок; тогда как пептид  7R9 
из 4-й спирали TIR-домена TLR7 (сайт S3; рис 2, в) 
связывал TIRAP, но не MyD88 или контрольный 
белок [24]. Более поздние исследования показали, 
что многие БП, происходящие из TIR-доменов, де-
монстрируют мультиспецифическое связывание, 
взаимодействуя со специфической подгруппой 
TIR-доменов, что повторяет свойства полноразмер-
ных  ДВБ как класса белков  [26]. Эти наблюдения 
показывают, что БП могут связывать несколько 
мишеней, что в совокупности и определяет функ-
циональные свойства того или иного пептида.

Вместе с тем отмечались и определённые за-
кономерности в специфичностях связывания  БП, 
происходящих из  ДВБ. Так, БП, соответствующие 
4-й спирали TIR-домена TLR, взаимодействовали 
с TIR-доменами адаптерных белков, но не с TIR-
доменами рецепторов  [26]. Так, пептид  4R9 (спи-
раль D TLR4) не связывал TIR-домены TLR4 и TLR2 
[5], но взаимодействовал с TIR-доменом адаптера 
TIRAP [81]. Пептид  2R9 (4-й спиральный регион 
(спираль D) TIR-домена  TLR2) также преимуще-
ственно взаимодействовал с TIR-доменом TIRAP, но 
не с TIR-доменами TLR1, TLR4, TLR6 или TLR9 [56]. 
Аналогичным образом, БП из 4-го спирального ре-
гиона рецепторов TLR1 и TLR6 преимущественно 
взаимодействовали с TIR-доменами адаптерных 
белков, MyD88 и TIRAP соответственно, а не с TIR-
доменом TLR2, являющегося корецептором белков-
прототипов этих БП [82]. Другим примером специ-
фичности взаимодействия БП, происходящих из 
TIR-доменов, является связывание, демонстрируе-
мое пептидами адаптерного белка  TRIF, принад-
лежащего к MyD88-независимому сигнальному 
пути  [81]. Пептид TF4 взаимодействовал с TIR-до-
меном рецептора TLR4, а TF5 – с TIR-доменами как 
TLR4, так и  TRAM, но ни один из TRIF-пептидов 
не связывал адаптерные белки MyD88-зависимого 
пути, TIRAP и MyD88 [81].

Одним из свидетельств, подтверждающих, что 
связывание белка пептидом действительно явля-
ется механизмом ингибирования функции этого 
белка, могло бы стать совпадение кажущейся кон-
станты связывания пары белок–БП, измеренной в 
клеточной системе, с константой ингибирования 
функции, также измеренной в клеточной системе. 
Чтобы получить такое подтверждение, наша груп-
па разработала и применила систему, использую-
щую Фёрстеровский резонансный перенос энергии 
для количественной оценки связывания пептидов 
с белками-мишенями непосредственно в клетке. 
Была создана панель плазмид, кодирующих ги-
бридные белки, состоящие из TIR-домена в связке с 
белковой флуоресцентной меткой. Для оценки свя-
зывания пептидов с TIR-доменами флуоресцентно 
меченные TIR-домены, рассматриваемые как веро-
ятные мишени пептида, эктопически экспрессиро-
вались в клетках HeLa, и клетки инкубировались 
в присутствии блокирующего пептида, меченного 
флуоресцентным красителем, способным тушить 
флуоресценцию белковой метки TIR-домена [5, 98]. 
Связывание пептида с TIR-доменом оценивалось 
по тушению флуоресценции белковой метки, 
выражающемуся в снижении времени жизни  
её флуоресценции. Многочисленные примеры, 
подробно разобранные в опубликованном ранее 
обзоре литературы  [26], а также в двух статьях, 
вышедших позднее  [24, 25], продемонстрировали 
практически полное совпадение эффективных 
концентраций, необходимых для блокирования 
функции проникающими  БП и для тушения ими 
флуоресценции меченых TIR-доменов. Кажущиеся 
константы связывания и ингибирования, измерен-
ные в клеточной системе для ингибиторных БП с 
TIR-мишенями, находятся в диапазоне 1–20 мкM 
для всех эффективно связывающихся пар БП–TIR, 
идентифицированных к настоящему времени [26]. 
Такой достаточно узкий диапазон эффективных 
концентраций для достаточно большой группы БП, 
идентифицированных к настоящему времени, ве-
роятно, является следствием общности механизма 
проникновения БП через плазматическую мем-
брану клеток. Подтверждением последнего пред-
положения является то, что БП демонстрируют 
значительно более высокие константы связыва-
ния в in vitro тестах, использующих рекомбинант-
ные белки-мишени по сравнению со связыванием 
в клеточной системе. Так, пептид 2R9 связывался с 
рекомбинантным TIR-доменом адаптерного белка 
TIRAP в растворе с  KD ~40 мкM, что значительно 
меньше кажущейся константы диссоциации для 
этой пары в клеточной системе [56]. Расхождение 
констант связывания, измеренных in vitro и в кле-
точной системе, также отчасти может объясняться 
неспецифическим связыванием пептида с вне- и 
внутриклеточными белками. В  частности, было 
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показано, что 2R9  связывается с сывороточным 
альбумином с  KD ~1,5 мкM  [56]. Эксперименты, 
выполненные с использованием методики поверх-
ностного плазмонного резонанса, подтвердили, 
что высокое сродство пептидов к TIR-доменам 
обеспечивается за счёт высокой скорости ассоциа-
ции вместе с низкой скоростью диссоциации [56].

В заключение этого раздела можно констати-
ровать, что накопленные к настоящему времени 
экспериментальные данные подтверждают свя-
зывание белков-мишеней блокирующими пепти-
дами как основной механизм действия БП. И хотя 
некоторые БП, происходящие из  ДВБ, подобно их 
белкам-прототипам, демонстрируют способность к 
взаимодействию с несколькими белками, предста-
вителями своего класса, многие взаимодействия 
селективны. Одним из примеров селективности та-
ких взаимодействий являются взаимодействия БП, 
происходящих из α-спирали  D TIR-доменов  TLR, с 
TIR-доменами адаптерных белков, вместе с тем, 
что эти пептиды не взаимодействуют с TIR-доме-
нами рецепторов.

ЭФФЕКТИВНОСТЬ БЛОКИРУЮЩИХ  
ПЕПТИДОВ ПРИ ПРИМЕНЕНИИ in vivo

Пептидные блокаторы белковых взаимодей-
ствий, идентифицированные в экспериментах на 
культуре клеток, были оттестированы в экспери-
ментах in vivo. Следует отметить, однако, что пред-
ставленные к настоящему времени в литературе 
примеры использования БП in vivo ограничива-
ются экспериментами на мелких лабораторных 
животных и в подавляющем большинстве случаев 
представлены тестированием ингибиторов  TLR. 
В  первых попытках модулировать функции TLR 
in vivo с помощью  БП использовались пептиды 
вирусных белков A46R и  A52R. Tsung et al.  [91] 
показали, что P13, пептид белка  A52R, снижал 
уровень циркулирующего TNF, индуцированного 
введением LPS мышам, приблизительно вдвое. 
Аналогичное действие оказывал пептид VIPER 
при интравенозном, совместном с  LPS введении 
мышам, снижая циркулирующий IL-12p40 на ~50% 
по сравнению с контролем  [28]. Couture  et  al.  [80] 
первыми протестировали в мышиной модели 
блокирующие TLR-пептиды на основе белков 
млекопитающих. Было протестировано 2 пептида, 
идентифицированных при скрининге библиотеки 
адаптерного белка  TIRAP, это пептиды из второго 
и третьего спирального участка последователь-
ности TIRAP, соответственно обозначенные TR5 
и  TR6. Пептиды вводили мышам интраперитони-
ально в дозе  10  нмоль/г за час до введения суб-
летальной дозы  LPS. Оба  БП, но не контрольный 
проникающий пептид аналогичной длины, прак-

тически полностью блокировали выброс  TNF в 
кровоток животных в ответ на введение  LPS, а 
также значительно снижали уровни циркули- 
рующего IL-6 [80].

В последующей работе Piao  et  al.  [55] более 
детально оценили эффективность БП в животной 
модели. Оценивались ингибирующие пептиды, 
происходящие из адаптерного белка  TRAM, при-
надлежащего к MyD88-независимому сигнальному 
пути  [99]. Эксперименты подтвердили системную 
ингибирующую активность, демонстрируемую 
пептидами при введении мышам. Пептиды, TM4, 
TM6, а также транкированный пептид TM4-ΔC сни-
жали уровни циркулировавших TNF и IL-6 на ~90% 
от их пиковых значений [55]. Авторы сравнивали 
активность пептидов при интраперитониальном и 
интравенозном введении. БП достоверно снижали 
системные уровни цитокинов при обоих способах 
введения, однако ингибиторная активность пепти-
дов после интраперитониального введения была 
выше  [55]. Также изучалась эффективность  БП 
при так называемом «терапевтическом введении». 
В этих экспериментах менялась очерёдность введе-
ния БП и LPS, БП вводились через 30 минут после 
введения  LPS, а не за час до него. Эксперименты 
продемонстрировали значительное снижение 
уровней циркулирующих цитокинов уже через 
полтора часа после «терапевтического» введе-
ния  БП  [55]. В  другой серии экспериментов этого 
исследования была оценена способность TRAM-
пептидов предотвращать летальность, вызванную 
введением LPS мышам. Введение пептидов TM4 и 
TM4-ΔC в дозе  10 нмоль/г за час до введения  LPS 
в дозе  17,5 мкг/г предотвращало летальность 
в 100% случаев, тогда как пептиды TM6 и TR6 были 
эффективны в ~65–80% случаев [55]. Выживаемость 
мышей при терапевтическом введении пептида 
TM4-ΔC (через 3  часа после введения летальной 
дозы  LPS) ожидаемо снижалась, по сравнению с 
профилактическим введением, и составляла ~70% 
против 100%-ной  выживаемости при введении 
пептида за 1 час до введения LPS [55].

В литературе использовались несколько ва-
риантов пептидов, происходящих из третьего 
спирального участка последовательности  TIRAP. 
Так, Shah et al.  [100] использовали пептид  MIP2, 
8 из 12 а.о. последовательности которого перекры-
вались с последовательностью TR6, ингибиторного 
пептида, идентифицированного Couture et al.  [80] 
в оригинальном скрининге библиотеки пеп-
тидов TIR-домена  TIRAP. MIP2  демонстрировал 
мультиспецифичный эффект в отношении  TLR, 
ингибируя TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 и TLR9 [100]. Это 
наблюдение подтвердило и расширило данные ис-
следования Couture  et  al.  [80], в котором влияние 
TR6 оценивалось только на TLR2 и TLR4. На  мо-
дели LPS-индуцированного септического шока  
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было показано, что MIP2  увеличивал 72-часо-
вую выживаемость мышей с  0  до  20–25%  [100]. 
Shah  et  al.  [100] детально изучали эффекты MIP2 
в моделях хронических воспалительных заболева-
ний: псориаза, индуцированного введением ими-
квимода, агониста  TLR7; системной красной вол-
чанки (СКВ), использовавшей мышей линии MRL/
lpr, склонных к спонтанному развитию этого забо-
левания; а также неалкогольной жировой болезни 
печени (НЖБП), индуцированной диетой с низким 
содержанием метионина и холина. Авторы сообща-
ют, что 6-дневный курс MIP2 оказывал значитель-
ное (сравнимое с эффектом метотрексата) противо-
воспалительное действие в модели псориаза при 
применении пептида в низкой дозе  (1 нмоль/г), 
которое, однако, парадоксальным образом сни-
жалось при применении MIP2 в высоких дозах 
(10  и  20 нмоль/г)  [100]. В  мышиной модели  СКВ 
20-дневный курс  MIP2 заметно замедлял прогрес-
сирование воспалительных проявлений болезни, 
тогда как в модели  НЖБП длительное примене-
ние пептида, хотя и не вызывало снижения печё-
ночных маркеров и гистологических проявлений 
стеатоза, заметно понижало воспалительные про-
явления  [100]. Другим примером блокирующего 
пептида, происходящего из третьего спираль-
ного участка последовательности  TIRAP, является 
TR667, представляющий эволюционно сохранный 
сегмент поверхности TIR-домена и отличающийся 
от MIP2 сдвигом на один аминокислотный остаток 
к C-концу TIRAP  [25]. TR667, подобно  MIP2, прояв-
лял мультиспецифические ингибирующие свой-
ства в отношении TLR и ингибировал TLR2, TLR4, 
TLR5 и  TLR9; однако, в отличие от  MIP2, не  инги-
бировал TLR7 [25].

В исследовании Piao et al.  [56] оценивалась 
эффективность пептида 2R9 в отношении систем-
ной продукции цитокинов, индуцированной аго-
нистами  TLR2 и  TLR7, а также для подавления 
цитокинового ответа на способный к репликации 
патоген (использовался штамм  PR8 вируса грип-
па  H1N1). Предварительные исследования пока-
зали, что 2R9, пептид, идентифицированный при 
скрининге библиотеки пептидов TIR-домена TLR2, 
мультиспецифичен и блокирует TLR2, TLR4, TLR7 
и  TLR9 за счёт связывания  TIRAP, адаптерного 
белка, усиливающего передачу сигнала с этих 
рецепторов  [56]. При введении мышам 2R9 досто-
верно ингибировал цитокиновый ответ как на 
Pam3Cys  (S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2-RS)-propyl]-N-
palmitoyl-(R)-Cys-Ser-Lys4-OH), агонист  TLR2, так 
и на R848  (резиквимод), агонист  TLR7, а также 
на  ODN1668, агонист  TLR9  [56, 83]. 2R9  также 
на 80–90% блокировал MyD88-зависимую секрецию 
TNF, IL-6 и  IFN-β культивируемыми перитониаль-
ными макрофагами, инфицированными вирусом 
гриппа  [56]. Избыточная секреция цитокинов мо-

жет служить причиной смертности при острых 
вирусных инфекциях. Используя такое обоснова-
ние, авторы протестировали, будет ли 2R9  сни-
жать летальность мышей, инфицированных вы-
зывающей ~90%-ную летальность дозой вируса 
гриппа (штамм PR8). Эксперименты показали, что 
5-дневный курс ежедневных инъекций пептида, 
начатых спустя 48  часов после инфицирования 
вирусом, достоверно снижали смертность  [56].  
В  другой работе, однако, было показано, что эф-
фект от подавления TLR-зависимого иммунного 
ответа на исход болезни сильно зависит от време-
ни начала терапии [101], причём слишком раннее 
начало введения подавляющих иммунный ответ 
агентов может усугублять течение инфекционных 
болезней.

Представленные работы показывают эффек-
тивность  БП как для подавления системной про-
дукции цитокинов, индуцированной введением 
синтетических агонистов специфических рецепто-
ров, так и в более сложных моделях хронического 
воспаления или воспаления, индуцированного 
инфекционными агентами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследования последних двух десятилетий 
привели к значительному прогрессу в откры-
тии новых БП и пониманию механизмов их дей-
ствия. К  настоящему времени отработаны мето-
дики идентификации  БП, оценки специфичности 
их связывания с мишенями in vitro и на клеточ-
ных моделях, а также оценки эффективности  БП 
in  vivo. Показана высокая эффективность методо-
логии блокирующих пептидов для создания инги-
биторов сигнальных путей, механизм действия 
которых заключается в блокировке транзитор-
ных взаимодействий сигнальных белков, осущест-
вляемых специализированными белковыми доме-
нами. В  экспериментах на мелких лабораторных 
животных убедительно показана способность  БП 
подавлять системный ответ на стимуляцию опре-
делённых рецепторов как при интраперитониаль-
ном, так и при внутривенном введении пептидов. 
Также имеются примеры эффективности БП при 
длительном применении для подавления хрони-
ческих воспалительных процессов. К настоящему 
времени достигнуто понимание, что мультиспе-
цифичность, демонстрируемая некоторыми  БП, 
важна для понимания их биологических эффектов, 
а также что она, по-видимому, вносит существен-
ный вклад в эффективность БП в сложных живот-
ных моделях.

Несмотря на то что пул известных  БП доста-
точно велик, точные молекулярные детерми-
нанты их ингибиторной активности на данный 
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момент не  установлены. Это обусловлено такими 
ключевыми факторами, как значительное разно-
образие ингибиторных последовательностей, 
толерантность  БП к аминокислотным заменам, 
множественность сайтов, связывающих отдель-
ные  БП, а также отсутствие известных структур 
комплексов БП с их белками-мишенями. Опреде-
ление атомной трёхмерной структуры комплексов 
БП с их белками-мишенями улучшит понимание 
механизмов распознавания сигнальных белков, а 
также заложит основание для рациональной опти-
мизации уже известных БП. Функциональность БП 
также может быть улучшена за счёт оптимизации 
проникающих последовательностей для более 
прицельной доставки блокатора к молекулярной 

мишени, а также за счёт использования пептидо-
миметиков с целью повышения биологической 
стабильности блокирующих агентов.
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PEPTIDE INHIBITORS OF THE INDUCED  
SIGNALING PROTEIN INTERACTIONS:  

THE CURRENT STATE AND PERSPECTIVES
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The formation of transitory protein complexes in response to activation of cellular receptors is a com-
mon mechanism by which cells respond to external stimuli. This article presents the concept of blocking 
the interactions of signaling proteins by peptide inhibitors, and describes the progress achieved to date 
in development of signaling inhibitors that act by blocking the signal-dependent protein interactions.
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