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Холестерин является регулятором активности многих мембранных белков. У ряда белков иденти-
фицированы холестерин-распознающие мотивы (cholesterol-recognizing amino acid consensus,
CRAC). Такие мотивы имеются в белке М1 вируса гриппа. С целью изучения функциональной
роли и механизмов действия пептидов, содержащих CRAC-мотивы, был синтезирован пептид
RTKLWEMLVELGNMDKAVKLWRKLKR-NH2 (пептид Р4) на основе комбинации двух пептидов,
соответствующих амфипатическим CRAC-содержащим α-спиралям 3 и 6 белка М1. Показано, что
пептид Р4 меняет холестерин-зависимое взаимодействие культивируемых макрофагов IC-21 с 2-мкм
латексными частицами, имитирующими бактерии. Эффект пептида Р4 был дозозависимым, имел
двухфазный характер и был более выраженным, чем описанные ранее эффекты составляющих его
пептидов. При концентрациях от 0.5 до 10 мкМ пептид Р4 значительно увеличивал число частиц,
связанных клетками; при дозах 10–20 мкМ адгезивная активность клеток снижалась; при концен-
трациях 20–50 мкМ пептид Р4 угнетал адгезию клеток к субстрату и оказывал токсическое действие.
При удалении мембранного холестерина с помощью метил-β-циклодекстрина угнетающие эффек-
ты пептида Р4 развивались при существенно более низких концентрациях. Стимулирующий эффект
пептида Р4, наблюдаемый при низких концентрациях, может быть обусловлен тем, что CRAC-содержа-
щий пептид Р4 способствует образованию обогащенных холестерином мембранных доменов. Угнетающее
действие при высоких концентрациях пептида Р4 может объясняться нарушением работы холестерин-
зависимых мембранных рецепторов вследствие вызванной пептидом дезорганизации взаимодействий
этих рецепторов с холестерином. Новый пептид Р4 может быть полезен для исследований холестерин-
зависимых процессов в клетке, а также может служить основой для разработки антивирусных и
иммуномодулирующих препаратов.

Ключевые слова: пептиды, холестерин, холестерин-распознающая аминокислотная последователь-
ность (CRAC), белок М1 вируса гриппа, макрофаги, фагоцитоз, адгезия
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ВВЕДЕНИЕ
Холестерин является интегральным компо-

нентом мембраны животной клетки, необходи-
мым для ее нормального функционирования.
Активность многих мембранных белков – рецеп-
торов, ионных каналов, ферментов, транспорте-
ров – модулируется холестерином [1–7]. Холесте-
рин-зависимыми являются важнейшие клеточ-
ные процессы – адгезия, локомоция, эндоцитоз,
фагоцитоз и др. [8–12]. Более того, многие пато-

генные бактерии и вирусы используют холесте-
рин и холестерин-зависимые процессы при ин-
фицировании клетки [13–18]. Распределение хо-
лестерина в клеточных компартментах очень
неоднородно и строго контролируется. Наруше-
ния распределения, транспорта и метаболизма
холестерина могут приводить к патологическим
состояниям, наиболее известное из которых –
развитие атеросклеротических повреждений, ве-
дущих к тяжелым последствиям [19, 20]. Поэтому
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понимание механизмов взаимодействий белков с
холестерином и путей регуляции холестерин-за-
висимых клеточных процессов является важней-
шей задачей фундаментальной и прикладной
биологии.

Предполагается, что один из возможных меха-
низмов взаимодействия холестерина с белками
основан на существовании у белков холестерин-
распознающей аминокислотной консенсусной
последовательности (CRAC, Cholesterol-Recogni-
tion/Interaction Amino acid Consensus). Этот тер-
мин был предложен в работе Li & Papadopoulos,
1998 [21]. Авторы показали, что у бензодиазепи-
нового рецептора периферического типа (PBR,
позже переименованного в белок-транслокатор,
TSPO [22]), осуществляющего транспорт холе-
стерина в митохондриях, есть необходимый для
связывания холестерина участок с аминокислот-
ной последовательностью ATVLNYYVWRDNS.
Авторы изучили аминокислотные последователь-
ности других белков, имеющих отношение к
транспорту и метаболизму холестерина, и обна-
ружили мотивы, похожие на холестерин-связы-
вающую последовательность из PBR. Для этих
мотивов, названных CRAC, предложена общая
формула L/V-(X)(1-5)-Y-(X)(1-5)-R/K. В дальней-
шем появились варианты этой формулы (choles-
terol consensus motif (CCM), sterol sensing motif
(SSM) и др. [23–25]), но общая идея сохранилась:
для успешного взаимодействия трансмембранно-
го домена белка с холестерином нужна опреде-
ленная последовательность аминокислот с непо-
лярными (изолейцин Ile, валин Val, лейцин Leu),
ароматическими (тирозин Y, триптофан W) и по-
ложительно заряженными (аргинин R или лизин
K) боковыми цепочками [23–25].

Гипотеза о существовании и функциональном
значении холестерин-связывающих доменов у
мембранных белков простимулировала серию
экспериментальных исследований, в ходе кото-
рых создавались CRAC-содержащие пептиды и
оценивалось их действие на холестерин-зависи-
мые процессы в искусственных [26–28] и клеточ-
ных [29–32] системах. В работах Epand и соавт. на
липидных бислоях [26–28] было показано, что
CRAC-пептиды вызывают формирование бога-
тых холестерином доменов. В 2001 г. Papadopou-
los с соавторами продемонстрировал [29], что
CRAC-пептид угнетает транспорт холестерина
бензодиазепиновым рецептором периферического
типа. В нашей работе [33] CRAC-мотив был выяв-
лен у рецепторов фагоцитоза FcγR, а эксперимен-
ты с использованием синтетического CRAC-со-
держащего пептида VLNYYVW показали возмож-
ность модуляции этим пептидом фагоцитозной
активности макрофагов IC-21 [30, 31]. В дальней-
шем на этой же клеточной системе было провере-
но действие синтетических CRAC-содержащих
пептидов не клеточного, а вирусного происхож-

дения, а именно – пептидов, соответствующих
3-й, 6-й и 13-й амфипатическим α-спиралям бел-
ка М1 вируса гриппа [34]. Эти CRAC-содержа-
щие α-спирали белка М1 могут иметь функцио-
нальное значение при формировании обогащенной
холестерином вирусной оболочки из мембраны
клетки-хозяина [35, 36]. Мы обнаружили [34], что
эти пептиды по-разному модулируют холесте-
рин-зависимую активность макрофагов IC-21.
Однако взаимосвязь между структурой CRAC-со-
держащих пептидов и их эффектами пока остает-
ся непонятной.

В данной работе с целью дальнейшего иссле-
дования функциональной роли и молекулярных
механизмов действия CRAC-содержащих пепти-
дов на холестерин-зависимые процессы был син-
тезирован пептид на основе комбинации двух
пептидов, использованных в работе [34], –
LEVLMEWLKTR и NNMDKAVKLYRKLK. Эти
пептиды представляют собой две отдельные ам-
фипатические α-спирали с экспонированными
CRAC-доменами, связанными гибкой петлей и,
вероятно, вовлеченными во взаимодействие с
рафтовой мембраной вирионов вируса гриппа
[35, 36]. В данной работе мы показали, что новый
пептид RTKLWEMLVELGNMDKAVKLWRKLKR-
NH2 (далее – пептид Р4), содержащий два CRAC-
мотива, оказывает более сильное действие на ак-
тивность макрофагов по сравнению с эффектами
составляющих его пептидов. Влияние метил-β-
циклодекстрина (mβCD), экстрагирующего холе-
стерин из мембраны, на дозозависимость эффек-
та пептида Р4 свидетельствует о том, что эффект
этого пептида зависит от содержания холестери-
на в мембране.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Пептид. Пептид Р4 (RTKLWEMLVELGNMD-

КAVKLWRKLKR-NH2 ; 26 а.к., мол. масса ~3200 Да)
синтезирован в ООО Синейро (Syneuro Co. Ltd.,
Россия). Пептид Р4 содержит в своем составе два
α-спиральных CRAC-содержащих пептида:
LEVLMEWLKTR (α-спираль 3 белка М1 вируса
гриппа, “пептид 1” из работы [34]) и NNMDKA-
VKLWRKLK (α-спираль 6 белка М1 вируса грип-
па, модифицированный “пептид 2” из работы
[34], с заменой тирозина на триптофан). Пептид
LEVLMEWLKTR использован в обратной после-
довательности, что соответствует ориентации α-
спиралей 3 и 6 в третичной структуре белка М1
[35, 36]. В пептиде Р4 α-спиральные участки двух
составляющих пептидов соединены гибкой пет-
лей, образованной межспиральными неструкту-
рированными участками.

Перед экспериментом пептид Р4 растворяли в
диметилсульфоксиде (DMSO, MP Biomedicals,
Франция) до концентрации 0.2–5 мМ (в этом ви-
де при хранении в холодильнике (4°С) пептид со-
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хранял активность по меньшей мере 2 недели).
В эксперименте к клеткам добавляли необходи-
мое количество раствора пептида в DMSO для по-
лучения конечной концентрации 0.5–50 мкМ;
конечная концентрация DMSO не превышала 1%.

Культура клеток. Эксперименты проводили
на клетках линии IC-21 перитонеальных макро-
фагов мыши (ATCC no. TIB-186™). Клетки куль-
тивировали в модифицированной по Дульбекко
среде Игла (DMEM, PanEco, Россия) с 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки (FBS, Biolot,
Россия), 2 мМ L-глутамина (PanEco, Россия) и
40 ед/мл гентамицина (PanEco, Россия) в атмо-
сфере 5% CO2 при 37°C. Клетки пересевали два-
жды в неделю с помощью раствора Версена (Pan-
Eco, Россия). За 2 дня до эксперимента клетки
высевали на 6-луночные планшеты (Costar) с
плотностью ~105 клеток на лунку.

Протокол эксперимента и определение фагоци-
тозного индекса. Действие пептидов на фагоци-
тозную активность определяли по числу ассоции-
рованных с клетками флуоресцентно меченных
2-мкм латексных микросфер, как описано ранее
[30, 31, 34] с небольшими модификациями. Клет-
ки в 6-луночных планшетах предварительно ин-
кубировали при 37°C в атмосфере CO2 в течение
1 ч в среде DMEM без сыворотки (2 мл на лунку),
чтобы минимизировать угнетающее влияние сы-
воротки на фагоцитозную активность [37]. Затем
к клеткам добавляли альбумин (1 мг/мл), иссле-
дуемый пептид или DMSO в соответствующей
концентрации (контроль), а также флуоресцент-
но меченные частицы (Fluoresbrite Carboxy YG 2.0
Micron Microspheres, Polysciences, Inc., PA, США)
в количестве ~8 × 106 частиц на лунку, и инкуби-
ровали при 37°C в атмосфере CO2 в течение 1 ч.
После инкубации клетки трижды промывали со-
левым раствором на фосфатном буфере (PBS) для
удаления свободных и слабо связанных с клетка-
ми частиц и фиксировали 2.5% раствором глута-
рового альдегида (Ted Pella, США) в PBS.

Опыты с использованием mβCD (Sigma,
США) проводили следующим образом. На этапе
инкубации клеток в среде DMEM без сыворотки
(см. выше) в эту среду добавляли mβCD в требуе-
мой концентрации. Затем, согласно одному про-
токолу, к клеткам добавляли альбумин, пептид и
частицы, проводили инкубацию, промывку и
фиксацию клеток стандартным способом. По
другому протоколу после 1-ч инкубации клеток в
присутствии mβCD среду с mβCD удаляли, к
клеткам добавляли свежую среду без сыворотки и
без mβCD, вносили альбумин, пептид и частицы,
как описано выше. Этот протокол минимизиро-
вал контакт пептида с mβCD.

Фиксированные клетки исследовали с помо-
щью флуоресцентного микроскопа Zeiss Axiovert
200M (Carl Zeiss, Германия), оборудованного

цифровой видеокамерой ORCAII-ERG2 (Hama-
matsu, Япония) и соответствующим программ-
ным пакетом (Axiovision 4.5, Carl Zeiss Imaging).
В каждой лунке фотографировали 10–15 случай-
но выбранных полей зрения в режиме фазового
контраста, а также в режиме флуоресценции
частиц и глутарового альдегида (возбуждение/
эмиссия при 490/520 и 520/590 нм соответственно).
Число частиц, связанных с клетками, подсчиты-
вали с помощью специально адаптированного
приложения к программе ImageJ [31, 37]. Среднее
число частиц на одну клетку для данной лунки
(“фагоцитозный индекс”) считали параметром, ха-
рактеризующим активность клеток. Для оценки фа-
гоцитозного индекса использовали по ~200 клеток в
каждой лунке. Этот экспериментальный пара-
метр включает не только поглощенные частицы,
но и частицы, плотно связанные с поверхностью
клеток; однако этот показатель достаточно точно
отражает фагоцитозную активность клеток в
условиях эксперимента (инкубации длительно-
стью 1 ч), поскольку связывание частицы с по-
верхностью фагоцита является необходимым
условием фагоцитоза [38, 39].

Ранее мы показали, что фагоцитозный индекс
клеток IC-21 зависит от плотности культуры [31];
поэтому в экспериментах мы использовали толь-
ко культуры с низкой плотностью (10–50 клеток в
поле зрения, что соответствует примерно 2–10%
от плотного монослоя) и сравнивали между собой
показатели, только если плотности культуры раз-
личались не более чем на 25%. Данные представ-
лены как среднее ± SE (стандартная ошибка),
число независимых экспериментов (4–8) указано
в подписях к рисункам. Статистическую значи-
мость различий между группами оценивали с по-
мощью анализа ANOVA one-way. Графическую и
статистическую обработку данных проводили с
помощью встроенных программ OriginPro 7.5
(OriginLab Corporation, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Концентрационная зависимость эффекта пеп-

тида Р4. Рис. 1 иллюстрирует изменение актив-
ности макрофагов IC-21, инкубированных в при-
сутствии пептида Р4. В диапазоне концентраций
пептида Р4 от 0.5 до 10 мкМ наблюдалось значи-
тельное (в некоторых опытах в 2–3 раза) увеличе-
ние числа частиц на клетку по сравнению с кон-
тролем. Концентрация пептида Р4, при которой
достигалась максимальная стимуляция, варьиро-
вала от опыта к опыту и находилась в диапазоне
0.5–10 мкМ. При концентрациях 10–20 мкМ сти-
мулирующий эффект пептида сменялся угнете-
нием: фагоцитозный индекс уменьшался до кон-
трольного уровня или ниже. Кроме того, при
~20 мкМ пептида наблюдалось ослабление адге-
зии клеток к субстрату: они легко удалялись при
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промывке и фиксации, а оставшиеся клетки име-
ли характерную шарообразную форму (рис. 2в).
При концентрации пептида 50 мкМ, помимо зна-
чительного снижения адгезии клеток к субстрату
и уменьшения числа частиц на клетку, появля-
лись признаки токсического действия пептида
Р4: на микрофотографиях (рис. 2г) видны повре-
жденные клетки (контрастированные ядра, фраг-
менты клеток). Концентрационная зависимость
эффекта пептида Р4, построенная на основании
восьми независимых экспериментов, представле-
на на рис. 1б. Морфологические изменения кле-
ток в присутствии пептида Р4 иллюстрирует рис. 2.

Влияние метил-β-циклодекстрина (mβCD). Для
того чтобы выявить холестерин-зависимую ком-

поненту взаимодействий частиц с клетками, а
также выяснить, влияет ли удаление холестерина
на эффекты пептида Р4, мы использовали mβCD –
циклический олигосахарид, экстрагирующий хо-
лестерин из клеточной мембраны и широко при-
меняемый в экспериментальной практике для
модуляции содержания холестерина в мембране
(см. обзоры [40–42]). Молекула mβCD имеет гид-
рофобную полость, в которую включается моле-
кула холестерина. Такое устройство молекулы
mβCD позволяет быстро и обратимо экстрагиро-
вать мембранный холестерин [40–42]. Ранее [31,
34, 37] мы показали, что mβCD в диапазоне кон-
центраций 5–15 мМ угнетает активность макро-
фагов. Рис. 3 иллюстрирует концентрационную
зависимость влияния mβCD на активность мак-
рофагов в отсутствие и в присутствии пептида Р4
(один из шести подобных опытов). В этом экспе-
рименте использован пептид Р4 в концентрации
5 мкМ и mβCD в двух концентрациях – 2 и 5 мМ.
В присутствии 2 мМ mβCD активность клеток
практически не отличается от контрольного
уровня (соответственно 1.60 ± 0.07 и 1.76 ± 0.06
частиц на клетку (контроль), р > 0.05), а в присут-
ствии 5 мМ mβCD фагоцитозный индекс снижа-
ется до 1.01 ± 0.05, что составляет 57% от контро-
ля (p < 0.001). Пептид Р4 при концентрации
5 мкМ повышает фагоцитозный индекс до 2.91 ±
± 0.09 частиц на клетку (165% от контроля,
p < 0.001). Этот эффект 5 мкМ пептида дозозави-
симо угнетается mβCD: в присутствии 2 мМ mβCD
фагоцитозный индекс снижается до 1.84 ± 0.07, а
в присутствии 5 мМ mβCD стимулирующий эф-
фект 5 мкМ пептида полностью подавлен, и фаго-
цитозный индекс составляет 0.84 ± 0.04 частиц на
клетку, что достоверно ниже контрольного значе-
ния (p < 0.001), а также ниже фагоцитозного ин-
декса в присутствии 5 мМ mβCD без пептида
(p < 0.05).

Рис. 4 иллюстрирует другой эксперимент, в
котором оценивали влияние mβCD (5 мМ) на эф-
фекты, производимые пептидом Р4 в концентра-
циях 2 и 10 мкМ. В присутствии 5 мМ mβCD кри-
вая доза–эффект для пептида Р4 идет ниже, чем
без mβCD (рис. 4а). Кроме того, при более высо-
кой концентрации пептида Р4 (10 мкМ) угнетаю-
щий эффект mβCD выражен существенно силь-
нее, чем при более низкой концентрации пептида
Р4 (2 мкМ) (рис. 4б). Такой результат означает,
что угнетающее действие циклодекстрина на эф-
фект пептида нельзя объяснить тем, что цикло-
декстрин связывает пептид и поэтому предотвра-
щает его стимулирующий эффект. Незначитель-
ный вклад возможного связывания пептида P4 c
циклодекстрином подтверждается эксперимен-
том, в котором после 1 ч инкубации клеток в при-
сутствии mβCD среду с циклодекстрином удаля-
ли, чтобы исключить контакт пептида с mβCD
(рис. 5). Как показывает рис. 5, после удаления

Рис. 1. Концентрационная зависимость влияния пеп-
тида Р4 на активность макрофагов. а – Репрезентатив-
ный эксперимент; по оси ординат – среднее число свя-
занных с клеткой частиц ± стандартная ошибка (SE);
среднее получено на основании измерений на ~200 клет-
ках; б – концентрационная зависимость эффекта пеп-
тида Р4, построенная на основании восьми опытов; по
оси ординат – активность клеток в % от контрольного
значения. Контролем служили клетки, инкубирован-
ные без пептида, в присутствии соответствующей кон-
центрации DMSO и 1 мг/мл альбумина.
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Рис. 2. Микрофотографии, иллюстрирующие дозозависимое влияние пептида Р4 на активность макрофагов IC-21.
а1, а2 – Контроль; б1, б2 – 5 мкМ пептида Р4; в1, в2 – 20 мкМ пептида Р4; г1, г2 – 50 мкМ пептида Р4. Фото слева
(а1, б1, в1, г1) – флуоресценция (красный и зеленый каналы), справа (а2, б2, в2, г2) – фазовый контраст. Масштаб-
ная полоска – 50 мкм.
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холестерина 5- или 10-мМ циклодекстрином ак-
тивность клеток в присутствии 5 мкМ пептида Р4
существенно ниже, чем в присутствии 1 мкМ
пептида Р4.

При комбинированной аппликации пептида
Р4 и mβCD мы обнаружили, что в присутствии
mβCD токсический эффект пептида Р4 развива-
ется при гораздо более низких концентрациях
пептида, чем без mβCD. Это иллюстрирует рис. 6.
При концентрации 5 мкМ пептид Р4 значительно
увеличивает фагоцитозный индекс по сравнению
с контролем (рис. 6а, 6б); 10 мМ mβCD снижает
число частиц на клетку без влияния на адгезию и
без токсического эффекта (рис. 6в). После инку-
бации клеток в присутствии 5 мкМ пептида P4 и
10 мМ mβCD (рис. 6г) наблюдается токсический
эффект, подобный тому, что наблюдался в отсут-

Рис. 3. Дозозависимое влияние метил-β-циклодекс-
трина на активность макрофагов IC-21 и на эффект
5 мкМ пептида Р4 (данные одного опыта из шести
аналогичных; каждая точка получена на основании
измерений на ~200 клетках). а – Диаграмма, иллю-
стрирующая изменение активности макрофагов в
присутствии пептида Р4 и mβCD. б, в – Данные опы-
та, представленного на диаграмме (а), в координатах
активность vs. концентрация пептида Р4 (б) и в коор-
динатах активность vs. концентрация mβCD (в). Обо-
значения на (б): 1 – без mβCD; 2 – 2 мМ mβCD; 3 –
5 мМ mβCD. Обозначения на (в): 1 – без пептида; 2 –
в присутствии 5 мкМ пептида.
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Рис. 4. Метил-β-циклодекстрин угнетает эффект
пептида Р4. а – Концентрационные зависимости эф-
фекта пептида Р4 в отсутствие mβCD (1) и в присут-
ствии 5 мМ mβCD (2), данные одного опыта (n = 5).
б – Угнетающий эффект 5 мМ mβCD сильнее при бо-
лее высокой концентрации пептида Р4. Обозначения
на (б): 1 – в отсутствие пептида; 2 – в присутствии 2 мкМ
пептида; 3 – в присутствии 10 мкМ пептида.
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ствие mβCD при действии 50 мкМ пептида Р4,
т.е. в 10 раз более высокой его концентрации
(см. рис. 2г).

ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе нами сконструирован но-
вый пептид Р4, RTKLWEMLVELGNMDKAVKL-
WRKLKR-NH2, на основе пептидов LEVLME-
WLKTR и NNMDKAVKLYRKLK, соответству-
ющих CRAC-содержащим α-спиралям 3 и 6 из
белка М1 вируса гриппа [35, 36]. Оказалось, что
пептид Р4 влияет на холестерин-зависимую актив-
ность культивируемых макрофагов IC-21. Эффект
пептида Р4 был сильнее, чем эффекты составляю-
щих его пептидов, и развивался при более низких
концентрациях. Так, пептид Р4 вызывал увеличе-
ние активности клеток в 2–3 раза от контрольного
уровня при концентрациях 0.5–2 мкМ, в то вре-
мя как максимальное изменение активности,
вызываемое пептидами LEVLMEWLKTR и
NNMDKAVKLYRKLK, достигалось при концен-
трациях 2–5 и 20–30 мкМ и составляло 15 и 60%
от контроля соответственно [34]. Концентраци-
онная зависимость эффекта пептида Р4 носила
выраженный колоколообразный характер: при
концентрациях от 0.5 до ~10 мкМ фагоцитозный

Рис. 5. Метил-β-циклодекстрин угнетает эффект
пептида Р4, другой протокол опыта. После предвари-
тельной инкубации клеток в присутствии mβCD в
концентрации 5 мМ (белые символы) или 10 мМ (серые
символы) среду с mβCD удаляли для исключения кон-
такта mβCD с пептидом. Кривые 1 и 3 – концентра-
ционные зависимости эффекта пептида Р4 без mβCD;
2 и 4 – после инкубации клеток в присутствии 5 и 10 мМ
mβCD соответственно. Угнетающий эффект mβCD при
данной концентрации сильнее в присутствии 5 мкМ
пептида, чем в присутствии 1 мкМ пептида (n = 4).
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Рис. 6. Влияние метил-β-циклодекстрина на дозозависимость эффекта пептида Р4. а – Контроль; б – 5 мкМ пептида Р4;
в – 10 мМ mβCD; г – 5 мкМ пептида Р4 + 10 мМ mβCD. Приведены микрофотографии в режиме флуоресценции (крас-
ный и зеленый каналы). При сочетании пептида Р4 и mβCD в нетоксичных концентрациях развивается токсический эф-
фект. Масштабная полоска – 50 мкм.
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индекс был значительно выше контрольного зна-
чения; при концентрациях 10–20 мкМ индекс сни-
жался, а также наблюдалось ухудшение адгезии
клеток к субстрату; при концентрации 50 мкМ
появлялся токсический эффект. При экстракции
холестерина из мембраны с помощью mβCD [40–
42] стимулирующее действие пептида Р4 дозоза-
висимо подавлялось, а угнетающее и токсическое
действие развивалось при более низких концен-
трациях пептида Р4. Это свидетельствует о том,
что наблюдаемые эффекты пептида Р4 зависят от
содержания холестерина в мембране.

Мы предполагаем, что сложное модулирую-
щее влияние пептида Р4 на холестерин-зависи-
мую активность макрофагов может быть обуслов-
лено как его действием на формирование богатых
холестерином доменов в мембране – рафтов [25–
28, 43], так и нарушением взаимодействий холе-
стерин-зависимых белков с холестерином [29].
Это предположение объясняет концентрацион-
ную зависимость эффекта пептида Р4 и дозозави-
симое влияние mβCD на эффекты пептида Р4.
Действительно, при низких концентрациях Р4
(до 10–20 мкМ) этот пептид может стимулиро-
вать образование рафтов за счет доступного мем-
бранного холестерина и способствовать агрега-
ции холестерин-зависимых рецепторов; это вы-
ражается в увеличении числа связанных клетками
частиц (рис. 1, рис. 2а, 2б). При повышении кон-
центрации (от 20 до 50 мкМ) пептид Р4 может
препятствовать работе холестерин-зависимых и
ассоциированных с рафтами рецепторов, нару-
шая взаимодействия этих рецепторов с холесте-
рином (например, конкурируя за холестерин).
Это отражается как на количестве связанных ча-
стиц, так и на качестве адгезии клеток: снижается
фагоцитозный индекс и адгезия клеток (рис. 1,
рис. 2а, 2в). Появление токсического действия
пептида Р4 при концентрации 50 мкМ можно
объяснить образованием в мембране олигомеров
пептида, которые могут обладать канальной ак-
тивностью. Формирование неселективных пор в
мембранах описано для амфипатических анти-
микробных пептидов [43–45]. Холестерин-секве-
стрирующий агент mβCD удаляет холестерин из
мембраны и сдвигает соотношение пептид/холе-
стерин в сторону пептида, и поэтому в присут-
ствии mβCD дозозависимость эффекта пептида
Р4 смещается в сторону меньших его концентра-
ций: антиадгезионные и токсические эффекты
пептида Р4 наблюдаются при концентрациях ни-
же 10 мкМ.

В целом, наши данные свидетельствуют о том,
что синтетический пептид RTKLWEMLVELGN-
MDKAVKLWRKLKR-NH2 активен в отношении
холестерин-зависимых процессов в макрофагах
IC-21, и эффекты пептида Р4 зависят от содержа-
ния холестерина в мембране. Более высокая ак-
тивность нового пептида Р4 по сравнению с ак-

тивностью составляющих его α-спиралей белка
М1 вируса гриппа может быть связана с тем, что
входящие в состав пептида Р4 CRAC-содержащие
α-спирали ориентированы так же, как и в третич-
ной структуре белка М1, что позволяет им более
эффективно взаимодействовать с клеточной мем-
браной [36]. Таким образом, полученные резуль-
таты можно интерпретировать в рамках гипотезы
о холестерин-распознающей аминокислотной
консенсусной последовательности [21, 23–26, 28,
29]. Однако для объяснения механизмов взаимо-
действий белков с холестерином в клеточных си-
стемах требуются дальнейшие исследования. Нам
представляется перспективным использование
CRAC-содержащих пептидов в этих исследова-
ниях, результаты которых могут стать основой
для дизайна новых пептидных модуляторов холе-
стерин-зависимых клеточных процессов.

Работа проведена при частичной поддержке
грантов РФФИ № 16-04-00563 и №18-04-01363.
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Modulation of Cholesterol-Dependent Activity of Macrophages IC-21 by a Peptide 
Containing Two CRAC-Motifs from Protein M1 of Influenza Virus

A. Ya. Dunina-Barkovskaya1, *, Kh. S. Vishnyakova2, L. A. Baratova1, V. A. Radyukhin1, **
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Functioning of many membrane proteins is regulated by cholesterol. Some proteins were shown to contain
cholesterol-recognizing amino acid consensus (CRAC) motif. In particular, influenza virus protein M1 bears
these motifs. To study functional roles and action mechanisms of peptides with CRAC motifs, we designed
and synthesized peptide RTKLWEMLVELGNMDKAVKLWRKLKR (peptide P4), which includes two pep-
tides corresponding to CRAC-containing α-helices 3 and 6 of influenza virus protein M1 (LEVLMEWLKTR,
aa 39–49, and NNMDKAVKLYRKLK, aa 91–105, respectively). We show that peptide P4 in a concentra-
tion range from 0.5 to 50 μM dose-dependently modulates cholesterol-dependent interactions of cultured
macrophages IC-21 with 2-micron latex particles mimicking bacteria. The effect of peptide P4 was stronger
than the effects of the composing peptides studied previously and exhibited a biphasic dose–response rela-
tionship. At concentrations from 0.5 to 10 μM peptide P4 significantly increased the number of cell-associ-
ated particles; at concentrations 10–20 μM the number of cell-associated particles decreased, and at concen-
trations 20–50 μM peptide P4 suppressed the cell activity and cell adhesion and produced a toxic effect. Up-
on extraction of membrane cholesterol by means of methyl-β-cyclodextrin the inhibitory effects of peptide
P4 developed at much lower concentrations. The biphasic dose-dependence of the peptide P4 effect and the
influence of methyl-β-cyclodextrin can be explained by the ability of peptide P4 to interact with membrane
cholesterol. We suggest that peptide P4 at low concentrations facilitates the formation of cholestrol-enriched
domains in plasma membrane and thus stimulates aggregation of cell receptors responsible for interactions of
macrophages with particles. At higher concentrations peptide P4 may interfere with the activity of cholester-
ol-dependent receptors due to competitive binding of cholesterol and thus suppress both cell–particle and
cell–substrate interactions. We believe that peptide P4 may serve as a useful tool for studies of cholesterol-
dependent processes in cells and may serve a basis for the design of new antimicrobial and immunomodulat-
ing substances.

Keywords: peptides, cholesterol, cholesterol-recognizing amino acid consensus, CRAC motif, influenza vi-
rus protein M1, macrophages, phagocytosis, adhesion
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