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Регуляция активности многих мембранных белков, таких как рецепторы, ионные каналы, транс-
портеры и ферменты, является холестерин-зависимой, однако механизмы этой регуляции остаются
неясными. Ряд исследований указывает на то, что мембранные белки могут прямо взаимодейство-
вать с холестерином благодаря наличию в их структуре так называемых CRAC-мотивов (Cholesterol-
Recognizing Aminoacid Consensus). Один из возможных путей проверить и развить эту концепцию –
создание CRAC-содержащих пептидов и исследование их влияния на клеточные функции. Ранее
мы показали, что сконструированный нами пептид RTKLWEMLVELGNMDKAVKLWRKLKR (да-
лее Р4), содержащий два CRAC-мотива, модулирует холестерин-зависимые взаимодействия культи-
вируемых макрофагов IC-21 с 2-мкм частицами. В настоящей работе мы использовали ту же экспери-
ментальную систему для выяснения роли CRAC-мотивов и отдельных мотивообразующих аминокис-
лот; с этой целью была протестирована активность пептидов, подобных родительскому пептиду Р4, но
с различными модификациями CRAC-мотивов. Мы обнаружили, что пептид STKLSEMLSELGNMD-
KASKLSRKLSR (далее Mut2), полученный при замене серином всех мотивообразующих аминокислот
в обоих CRAC-мотивах пептида Р4 (W → S, V → S, R/K → S), не оказывал достоверных изменений ак-
тивности клеток в диапазоне концентраций 0.5–50 мкМ, при которых наблюдались эффекты P4. Также
оказался неэффективным пептид RTKLSEMLVELGNMDKAVKLSRKLKR (Mut3), в обоих CRAC-мо-
тивах которого были заменены серином только ароматические аминокислоты (W → S). Пептид ST-
KLWEMLVELGNMDKAVKLWRKLSR (Mut4) с заменами только катионных аминокислот в CRAC-
мотивах (R/K → S) оказывал практически такое же действие на активность клеток IC-21, что и ро-
дительский пептид Р4, с хорошо выраженной колоколообразной кривой доза–эффект. При низких
концентрациях (1–4 мкМ) Mut4 значительно увеличивал число частиц на клетку, при более высо-
ких концентрациях этот параметр снижался, а при 50 мкМ Mut4 вызывал сильный токсический эф-
фект. Наконец, пептид EWGMAVLWERNRKLKKDLKVLKMLRT (Mut1), состоящий из тех же ами-
нокислотных остатков, что и Р4, но в случайном порядке (“scramble”), и содержащий один случай-
но образованный короткий CRAC-мотив, отличный от CRAC-мотивов родительского пептида P4,
вызывал умеренную, но достоверную стимуляцию при 4–10 мкМ и не оказывал токсического дей-
ствия при 50 мкМ. Как и в случае пептида P4, эффекты Mut4 и Mut1 зависели от содержания холе-
стерина в клеточных мембранах. После инкубации клеток с метил-β-циклодекстрином, экстраги-
рующим холестерин из мембран, стимулирующие эффекты Mut4 и Mut1 при низких концентраци-
ях пептидов подавлялись. Полученные результаты свидетельствуют о том, что в рамках
использованной экспериментальной системы CRAC-мотивы играют важную роль в механизме ин-
дуцированных пептидами модуляций холестерин-зависимых клеточных функций и что для эффек-
та пептида критично присутствие мотивообразующих ароматических аминокислот; замена катион-
ных аминокислот не снижает активность пептида. Мы считаем, что CRAC-пептиды могут служить
основой для развития новых инструментов для направленной регуляции активности холестерин-за-
висимых мембранных белков и, в частности, для разработки новых антимикробных и иммуномоду-
лирующих средств.
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ВВЕДЕНИЕ
Активность многих мембранных белков – ре-

цепторов, ионных каналов, транспортеров, фер-
ментов и т. д. – является холестерин-зависимой
[1–7]. Нарушения в распределении, транспорте и
метаболизме холестерина являются существен-
ным фактором патогенеза таких заболеваний, как
атеросклероз [2, 8], СПИД [9], а также болезней
Альцгеймера [10], Ниманна–Пика (Niemann–
Pick) [11], Шарко–Мари–Тута (Charcotte–Ma-
rie–Tooth) [12] и многих других. Более того, холе-
стерин-зависимые процессы играют ключевую
роль в развитии многих инфекционных болезней,
поскольку взаимодействия патогена с клеткой
хозяина во многих случаях происходит при уча-
стии холестерина. Например, проникновение не-
которых вирусов [9, 13–15] и бактерий [16–20] в
клетку зависит от присутствия холестерина и ли-
пидных рафтов [15, 16, 21] в мембранах клеток хо-
зяина. Понимание молекулярных механизмов
взаимодействий белок–холестерин и их роли в
клеточных процессах может создать основу для
развития новых методов профилактики и лечения
таких болезней.

В 1998 г. в работе Li и Papadopolous [22] было
показано, что митохондриальный холестерин-
транспортирующий белок BPR (бензодиазепино-
вый рецептор периферического типа, позже пере-
именованный в белок-транслокатор, TSPO [23]),
содержит участок ATVLNYYVWRDNS, критиче-
ски необходимый для связывания и транспорта
холестерина. Авторы также обнаружили, что по-
добные участки, содержащие в определенном по-
рядке катионные (R/K), ароматические (Y) и не-
полярные (V/L/I) аминокислотные остатки, есть
и в других клеточных белках, взаимодействующих
с холестерином. Авторы назвали этот участок хо-
лестерин-распознающей аминокислотной кон-
сенсусной последовательностью (cholesterol-
recognizing amino-acid consensus, CRAC) и предло-
жили общую формулу L/V-(X)(1-5)-Y-(X)(1-5)-R/K [22].
Подробный анализ этой идеи и ее последующей эво-
люции в ходе экспериментальных и теоретических
исследований проведен в обзорах [24, 25].

Одним из путей проверки и развития идеи о
холестерин-распознающих последовательностях
в клеточных белках является дизайн CRAC-со-
держащих пептидов и изучение их влияния на хо-
лестерин-зависимые клеточные функции. Если
эта концепция верна, то CRAC-содержащие пеп-
тиды могут оказаться полезным инструментом не
только для исследований, но также для регуляции
холестерин-зависимых процессов в клетках. Воз-
можность такой регуляции in vitro была прямо
продемонстрирована авторами CRAC-концеп-
ции в 2001 г. [26].

Ранее мы показали, что новый пептид RTKL-
WEMLVELGNMDKAVKLWRKLKR (далее P4),

сконструированный нами из двух CRAC-содер-
жащих пептидов, соответствующих α-спиралям 3
и 6 белка M1 вируса гриппа, дозозависимо моду-
лирует взаимодействия культивируемых макрофа-
гов IC-21 с 2-мкм частицами [27, 28]. В настоящей
работе, чтобы определить роль CRAC-мотивов и
мотивообразующих аминокислот в наблюдаемых
эффектах Р4, мы сконструировали мутантные пеп-
тиды, по аминокислотному составу соответствую-
щие Р4, но с модифицированными CRAC-моти-
вами, и исследовали эффекты новых пептидов в
той же экспериментальной системе. Мы обнару-
жили, что: (1) пептид Mut2 с заменами всех мотиво-
образующих аминокислот серином (V→ S; W→ S;
R/K → S) не оказывал существенного влияния на
взаимодействия макрофагов IC-21 с частицами; (2)
также не влиял на активность клеток пептид Mut3, у
которого были произведены замены только аро-
матических аминокислот в обоих CRAC-мотивах
(W→ S); (3) эффекты пептида Mut4 с заменами
только катионных аминокислот в обоих CRAC-
мотивах (R/K→ S) практически не отличались от
эффектов родительского пептида P4: при низких
концентрациях (1–4 мкМ) Mut4 стимулировал
клеточную активность, а при высоких концентра-
циях (~50 мкМ) оказывал токсическое действие;
(4) пептид Mut1, составленный из тех же амино-
кислот, что и Р4, но в случайном порядке (“scram-
ble”), и имеющий один случайно образованный
CRAC-мотив, отличающийся от CRAC-мотивов
пептида Р4, оказывал на клетки умеренное сти-
мулирующее действие при 4–10 мкМ, но не был
токсичен при 50 мкМ; (5) предварительная обра-
ботка клеток метил-β-циклодекстрином, экстра-
гирующим мембранный холестерин, приводила к
ослаблению стимулирующих эффектов пептидов
Mut4 и Mut1. Полученные данные свидетельству-
ют о том, что в механизме вызываемой пептидом
Р4 модуляции холестерин-зависимой активности
клеток CRAC-мотивы играют существенную
роль, и в мотиве критично присутствие аромати-
ческих аминокислот.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Пептиды. В работе были использованы следу-

ющие пептиды (табл. 1): Aс-RTKLWEMLVELGN-
MDKAVKLWRKLKR-NH2 (пептид P4, 26 амино-
кислотных остатков, мол. масса (MM) 3764 Да;
здесь и далее CRAC-мотив выделен подчеркива-
нием; мотивообразующие аминокислоты или их
замены выделены жирным шрифтом), Aс-STKL-
SEMLSELGNMDKASKLSRKLSR-NH2 (Mut2,
MM 3434 Да; 5,21W→S; 9,18V→S; 1R,25K→S),
Aс-RTKLSEMLVELGNMDKAVKLSRKLKR-NH2,
(Mut3, MM 3525 Да; 5,21W→S), Aс-STKL-
WEMLVELGNMDKAVKLWRKLSR-NH2, (Mut4,
MM 3654 Да; 1R,25K→S), и Aс-EWGMAVLWER-
NRKLKKDLKVLKMLRT-NH2 (Mut1, MM 3764 Да).
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Все пептиды (чистота ≥95%) были синтезированы
в Синевро (Syneuro Co. Ltd., Россия). Пептид P4
(“родительский”) был сконструирован ранее на
основании комбинации двух α-спиральных
CRAC-содержащих фрагментов белка М1 вируса
гриппа [27, 28]. Пептид Mut1 состоял из тех же 26
аминоксилот, что и P4, но в случайном порядке
(“scramble”), и содержал один случайно образо-
ванный CRAC-мотив, отличный от CRAC-моти-
вов пептида Р4. В пептидах Mut2, Mut3 и Mut4
были модифицированы только CRAC-мотивы, в
остальном аминокислотная последовательность
была такой же, как у пептида Р4. У Mut2 в обоих
CRAC-мотивах были заменены серином все моти-
вообразующие аминокислоты – валин, триптофан,
аргинин и лизин (V → S, W → S, R/K → S); у Mut3
в обоих CRAC-мотивах серином была заменена
только ароматическая аминокислота триптофан
(W → S), и у Mut4 серином были заменены толь-
ко катионные аминокислоты аргинин и лизин
(R/K → S). Список пептидов и их основные пара-
метры приведен в табл. 1. У всех пептидов С-ко-
нец ацетилирован. В предыдущей работе [28] мы
использовали неацетилированный пептид P4;
кривые дозозависимости эффектов ацетилиро-
ванной и неацетилированной формы Р4 суще-
ственно не различались. Перед экспериментом
готовили концентрированные растворы пепти-
дов (от 0.05 до 5 мМ) в диметилсульфоксиде

(DMSO, MP Biomedicals, Франция). При добавле-
нии пептида в инкубационную среду с клетками ко-
нечная концентрация DMSO не превышала 1%.

Культура клеток. Опыты проводили на куль-
тивируемых клетках IC-21 – иммортализованных
перитонеальных макрофагах мыши (ATCC no.
TIB-186™). Клетки культивировали в модифици-
рованной по Дульбекко среде Игла (DMEM,
ПанЭко, Россия) с добавлением 10% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (Биолот, Россия),
2 мМ L-глутамина (ПанЭко) и 40 ед/мл гентами-
цина (ПанЭко) в атмосфере, содержащей 5%
CO2, при 37°C. Клетки пересевали дважды в неде-
лю с помощью раствора Версена (ПанЭко). За два
дня до экспериментов клетки рассевали на 6-лу-
ночные планшеты (Costar, США) при плотности
~50000 клеток на лунку.

Количественная оценка действия пептидов на
активность макрофагов. Активность макрофагов
оценивалась по их способности связывать тесто-
вые частицы и измерялась как число ассоцииро-
ванных с клеткой неопсонизированных латекс-
ных 2-мкм частиц на клетку (фагоцитозный ин-
декс) согласно протоколу, описанному ранее
[27–31], с небольшими модификациями. Клетки
в 6-луночных планшетах предварительно инку-
бировали в течение 1 ч при 37°C, 5% CO2 в среде
DMEM без сыворотки, чтобы минимизировать
ингибирующее действие сыворотки на адгезию

Таблица 1. Обозначения и некоторые параметры пептидов, использованных в работе

Примечание. Все пептиды содержат 26 аминокислотных остатков. Подчеркиванием выделены CRAC-мотивы (как интакт-
ные, так и модифицированные). Интактным CRAC-мотивом считается пептид с последовательностью L/V-(X)(1-5)-Y/W-
(X)(1-5)-R/K [22, 24]. Жирным шрифтом показаны мотивообразующие аминокислоты – как исходные, так и замещенные.

Пептид Аминокислотная последовательность ММ, 
Да

Модификации 
СRAC-мотивов Особенности пептидов

P4 Ас-RTKLWEMLVELGNMDKAVKLWRKLKR-NH2 3764 – “Родительский” пептид с двумя 
CRAC-мотивами [28].

Mut2 Ас-STKLSEMLSELGNMDKASKLSRKLSR-NH2 3434 5, 21W→S, 
9, 18V→S, 
1R,25K→S

Та же первичная структура, что 
у Р4, но с заменами всех мотиво-
образующих аминокислот 
в обоих CRAC-мотивах.

Mut3 Ас-RTKLSEMLVELGNMDKAVKLSRKLKR-NH2 3525 5, 21W→S Та же первичная структура, что у 
Р4, но с заменами ароматической 
аминокислоты (Trp) в обоих 
CRAC-мотивах.

Mut4 Ас-STKLWEMLVELGNMDKAVKLWRKLSR-NH2 3654 R/K→S
1R,25K→S

Та же первичная структура, что у 
Р4, но с заменами катионных 
аминокислот (Arg, Lys) в обоих 
CRAC-мотивах.

Mut1 Ас-EWGMAVLWERNRKLKKDLKVLKMLRT-NH2 3764 Новый CRAC-
мотив

Тот же аминокислотный состав, 
что у Р4, но в случайном порядке 
(“scramble”); один CRAC-мотив, 
отличный от мотивов в Р4.
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частиц и фагоцитоз [30]. В некоторых опытах во
время этой инкубации в среду DMEM добавляли
метил-β-циклодекстрин (мбЦД; Sigma, США).
После предварительной инкубации в бессыворо-
точной среде к клеткам в лунки добавляли 1 мг/мл
альбумин (Sigma) и исследуемый пептид (из кон-
центрированного раствора в DMSO) в конечной
концентрации от 0.5 до 50 мкМ, а также флуорес-
центные частицы (Fluoresbrite Carboxy YG 2.0 Mi-
cron Microspheres, Polysciences, Inc., США) в ко-
личестве 8 × 106 частиц на лунку. Контролем слу-
жили клетки, к которым вместо пептида
добавляли DMSO в соответствующей концентра-
ции (0.5–1%). Клетки инкубировали при 37°C и
5% CO2 в течение 1 ч, затем дважды промывали
физиологическим раствором с фосфатным буфе-
ром (PBS) для удаления неприкрепившихся ча-
стиц и фиксировали 2.5% раствором (в PBS) глу-
тарового альдегида (Ted Pella, США).

Активность клеток оценивалась по числу ча-
стиц, связанных с клеткой. Адгезия частицы на
поверхности фагоцита предшествует фагоцитозу,
зависит от доступности фагоцитозных рецепто-
ров, включая интегрины, и является необходи-
мым условием фагоцитоза [32–36]. Число частиц
на клетку определяли по методике, описанной
ранее [27–31]. С помощью флуоресцентного мик-
роскопа Zeiss Axiovert 200M (Carl Zeiss, Герма-
ния), оснащенного цифровой видеокамерой OR-
CAII-ERG2 (Hamamatsu, Япония) и соответству-
ющим программным обеспечением (Axiovision
4.5, Carl Zeiss Imaging), получали микрофотогра-
фии клеток в режиме фазового контраста и флуо-
ресценции (возбуждение/эмиссия 490/520 и
520/590 нм для флуоресценции частиц и глутаро-
вого альдегида, соответственно). В каждой лунке
фотографировали 10–20 случайно выбранных по-
лей зрения. С помощью ImageJ и специально раз-
работанного программного модуля [30, 31] опре-
деляли число частиц на клетку для каждого поля
зрения; в каждой лунке учитывали по меньшей
мере 200 клеток. Для сравнения эффектов пепти-
дов в разных экспериментах число частиц на
клетку выражали в процентах от контрольного
значения, полученного в данном опыте и приня-
того за 100%. Поскольку активность клеток IC-21
зависит от плотности культуры [31], мы использо-
вали неплотные культуры (~15–60 клеток на поле
зрения, что соответствует примерно 5–20% от
плотного монослоя). Данные представлены как
среднее ± SEM; число независимых эксперимен-
тов (3–8) указано в подписях к рисункам. Досто-
верность различий между группами определяли с
помощью t-критерия Стьюдента. Статистиче-
скую и графическую обработку данных проводи-
ли с помощью встроенных программ OriginPro 7.5
(OriginLab Corporation, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние пептидов на активность макрофагов.

В контрольных условиях число частиц на клетку
варьировало в разных экспериментах от 1.5 до 4.2
и в среднем составляло 2.7 ± 0.2 (±SE, n = 27). Ри-
сунок 1 иллюстрирует влияние пептида Р4, содер-
жащего два CRAC-мотива (RTKLWEMLVELGN-
MDKAVKLWRKLKR), на эффективность адгезии
частиц на поверхности клеток: на рис. 1а приве-
ден репрезентативный эксперимент, на рис. 1б –
кривая доза–эффект, полученная на основании 8
независимых опытов. Концентрационная зави-
симость эффекта пептида Р4 имеет хорошо выра-
женную колоколообразную форму: при 0.5–
5 мкМ число частиц на клетку существенно выше
контрольного значения (до ~200%); при более
высоких концентрациях пептида индекс снижа-
ется и при 20–25 мкМ составляет около 50% от
контроля (рис. 1б). При 50 мкМ пептид P4 оказы-
вает токсическое действие: во всех опытах при
этой дозе Р4 практически все клетки погибали
(рис. 1в).

Мутантный пептид Mut2 (STKLSEMLSEL-
GNMDKASKLSRKLSR), в котором все мотиво-
образующие аминокислоты в обоих CRAC-моти-
вах были заменены серином (W → S, V → S, R → S),
в диапазоне концентраций от 0.5 до 50 мкМ не
вызывал достоверных изменений фагоцитозного
индекса и не был токсичен при 50 мкМ (рис. 2а,
2б). Также оказался неэффективным пептид Mut3
(RTKLSEMLVELGNMDKAVKLSRKLKR), у ко-
торого были заменены серином только аромати-
ческие аминокислоты в обоих CRAC-мотивах
(W → S) (рис. 2в, 2г).

Эффекты пептида Mut4 (STKLWEMLVELGN-
MDKAVKLWRKLSR), в CRAC-мотивах которого
только катионные аминокислоты (аргинин и ли-
зин) были заменены серином (R/K → S), иллю-
стрирует рис. 3. Как и в случае Р4, при низких кон-
центрациях Mut4 значительно увеличивал актив-
ность клеток (до ~210% от контроля при 1–4 мкМ);
при ~10 мкМ Mut4 фагоцитозный индекс возвра-
щался к контролю, и при 50 мкМ развивался ток-
сический эффект (рис. 3в); в некоторых опытах
признаки токсического действия обнаружива-
лись и при 20 мкМ Mut4. В целом, как показывает
рис. 3б, концентрационные зависимости эффек-
тов Mut4 и Р4 различаются незначительно.

Мутантный пептид Mut1 (EWGMAVLWER-
NRKLKKDLKVLKMLRT) был создан из тех же
аминокислот, что и родительский пептид Р4, но в
случайном порядке (“scramble”). Пептид Mut1
содержал один случайно образованный CRAC-
мотив (VLWER), который отличался от обоих
CRAC-мотивов пептида Р4 (RTKLWEMLV и
VKLWRKLKR). При концентрациях 2–10 мкМ
пептид Mut1 умеренно (до ~160% от контроля), но
достоверно увеличивал число частиц на клетку;



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 5  2020

МОДУЛЯЦИЯ ХОЛЕСТЕРИН-ЗАВИСИМОЙ АКТИВНОСТИ МАКРОФАГОВ 385

Рис. 1. Влияние пептида P4 (RTKLWEMLVELGNMDKAVKLWRKLKR) на активность связывания 2-мкм неопсони-
зированных частиц культивируемыми макрофагами IC-21. а, б – Дозозависимость влияния пептида P4 на среднее
число связанных клетками частиц. а – Репрезентативный эксперимент; каждая точка – среднее число частиц на клет-
ку ± SE, полученное для ≥200 клеток в лунке при данной концентрации пептида. б – Кривая доза–эффект для Р4, по-
строенная на основании 8 независимых опытов; активность клеток выражена в процентах от контрольного значения
в каждом опыте (контрольные условия: вместо пептида добавлен DMSO в соответствующей концентрации, 0.5 или 1%
DMSO). Отличие от контроля достоверно по t-критерию Стьюдента при p < 0.001 (*), p < 0.05 (**) или p < 0.01 (#). в –
Микрофотографии клеток, иллюстрирующие токсический эффект 50 мкМ Р4; слева – фазовый контраст, справа – ре-
жим флуоресценции (зеленый канал – частицы, красный – глутаровый альдегид). Масштабная полоска – 50 мкм
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максимальный эффект развивался при ~4–5 мкМ
(рис. 4б). При более высоких концентрациях этот
показатель снижался и при 50 мкМ возвращался к
контрольному уровню. В отличие от Р4, мутат-
ный пептид Mut1 при 50 мкМ не оказывал токси-
ческого действия на клетки (рис. 4в). Таблица 2
обобщает полученные данные об активности ис-
следованных пептидов.

Модулирующее действие метил-β-циклодекс-
трина на эффекты пептидов Р4, Mut4 и Mut1. Ра-
нее мы показали [28], что метил-β-циклодекс-
трин, экстрагирующий мембранный холестерин
[37–40], дозозависимо подавляет стимулирую-
щий эффект, вызываемый пептидом P4 при низ-
ких концентрациях, и существенно снижает кон-
центрацию токсического эффекта пептида Р4

[28]. В этой работе мы обнаружили, что предвари-
тельная инкубация клеток в присутствии метил-
β-циклодекстрина сходным образом модулирует
эффекты пептидов Mut4 и Mut1 (рис. 5). Важно
отметить, что в данной работе мы использовали
низкие концентрации мбЦД (<5 мМ), при кото-
рых мбЦД сам по себе не только не угнетал актив-
ность клеток, но и заметно увеличивал ее. Это яв-
ление описано в литературе и может объясняться
существованием оптимальной концентрации холе-
стерина и активацией холестерин-зависимых
функций клеток при удалении из мембраны “избы-
точного” холестерина [19, 41]. В нашей системе сти-
мулирующий эффект при низкой концентрации
мбЦД можно объяснить перераспределением холе-
стерина, экстрагированного циклодекстрином [37–

Рис. 2. Мутантный пептид Mut2 (STKLSEMLSELGNMDKASKLSRKLSR) с заменами всех мотивообразующих ами-
нокислот (W → S, V → S, R/K → S) в CRAC-мотивах (а, б) и мутантный пептид Mut3 (RTKLSEMLVELGNMDKAVKL-
SRKLKR) с заменами только ароматических аминокислот (W → S) (в, г) в диапазоне концентраций 0.5–50 мкМ не вы-
зывают достоверных изменений активности клеток IC-2. а, в – Репрезентативные эксперименты; одна колонка пока-
зывает среднее число частиц на клетку ± SE, полученное для ≥200 клеток в данной лунке; отличие от контроля
достоверно по t-критерию Стьюдента при p < 0.001 (*), p < 0.05 (**) или p < 0.01 (#). б, г – Кривые доза–эффект для
Mut2 (б) и Mut3 (г), построенные на основании 6 независимых экспериментов для каждого пептида; активность кле-
ток выражена в процентах от контрольного значения в каждом опыте (контрольные условия: вместо пептида – DMSO
в соответствующей концентрации, 0.5 или 1% DMSO). Для сравнения на графиках (б, г) приведены кривые дозозави-
симости для пептида Р4 (штриховые линии).
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Рис. 3. Влияние на активность макрофагов IC-21 мутантного пептида Mut4 (STKLWEMLVELGNMDKAV KLWRKL-
SR) с заменами только катионных аминокислот в обоих CRAC-мотивах (R/K → S) сходно с эффектом пептида Р4.
а, б – Концентрационная зависимость влияния пептида Mut4 на среднее число связанных с клетками частиц. а – Ре-
презентативный эксперимент; каждая точка – среднее число частиц на клетку ± SE, полученное для ≥200 клеток в
лунке при данной концентрации пептида; отличие от контроля достоверно по t-критерию Стьюдента при p < 0.001 (*).
б – Кривая доза–эффект для Mut4, построенная на основании 6 независимых опытов; активность клеток выражена в
процентах от контрольного значения в каждом опыте (контрольные условия: вместо пептида – 1% DMSO); для срав-
нения приведена кривая дозозависимости для пептида Р4 (штриховая линия). в – Микрофотографии клеток, иллю-
стрирующие токсический эффект пептида Mut4; слева – фазовый контраст, справа – режим флуоресценции (зеленый
канал – частицы, красный – глутаровый альдегид). Масштабная полоска – 50 мкм
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Рис. 4. Влияние на активность макрофагов IC-21 мутантного пептида Mut1 (EWGMAVLWERNRKLKKDLKVLKMLRT).
а – Репрезентативный эксперимент; каждая точка – среднее число частиц на клетку ± SE, полученное для ≥200 клеток
в лунке при данной концентрации пептида; отличие от контроля достоверно по t-критерию Стьюдента при p < 0.001 (*) или
p < 0.05 (**). б – Кривая доза–эффект для Mut1, построенная на основании 7 независимых опытов; активность клеток
выражена в процентах от контрольного значения в каждом опыте (контрольные условия: вместо пептида – 1% DMSO); для
сравнения приведена кривая дозозависимости для пептида Р4 (штриховая линия). в – Микрофотографии клеток, ил-
люстрирующие отсутствие токсического эффекта при 50 мкМ Mut1: верхний ряд – контроль, нижний ряд – присут-
ствии 50 мкМ Mut1; слева – фазовый контраст, справа – режим флуоресценции (зеленый канал – частицы, красный –
глутаровый альдегид). Масштабная полоска – 50 мкм

50 мкМ Mut1

Контроль

50 мкМ Mut1

Контроль

a4

3

0
500.50

Ч
ис

ло
 ч

ас
ти

ц 
на

 к
ле

тк
у

Mut1, мкМ
2

*
*

*
*

**
2

1

208

б

Mut1, мкМ

Ч
ис

ло
 ч

ас
ти

ц 
на

 к
ле

тк
у,

0

200

150

100

50

250

%
 о

т 
ко

нт
ро

ля

0.1 1001 10



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 5  2020

МОДУЛЯЦИЯ ХОЛЕСТЕРИН-ЗАВИСИМОЙ АКТИВНОСТИ МАКРОФАГОВ 389

39], из клеток с высоким содержанием холестерина
в клетки с его низким содержанием. Такое пере-
распределение должно приводить к снижению
доли плохо работающих клеток с “избыточным”
холестерином и повышению доли клеток, имею-
щих достаточно холестерина для нормальной ра-
боты холестерин-зависимых рецепторов, необхо-
димых для связывания частиц клетками.

В опыте, представленном на рис. 5а, 2.5 мкМ
пептид Р4 дает характерную мощную стимуля-
цию (второй столбик); 2 мМ мбЦД немного (на
~20%), но достоверно (p < 0.05) увеличивает чис-
ло частиц на клетку по сравнению с контролем
(третий столбик); но ответ обработанных 2 мМ
мбЦД клеток на 2.5 мкМ пептид Р4 (четвертый
столбик) значительно ослаблен (на ~60%, p < 0.001)
по сравнению с ответом не обработанных цикло-
декстрином клеток на Р4. Сходная картина на-
блюдается в случае пептидов Mut4 (рис. 5б) и
Mut1 (рис. 5в). При концентрации 2 мкМ Мут4
вызывает значительное увеличение числа частиц
на клетку (до ~200% от контроля, р < 0.001; рис. 5б).
Но если пептид добавляли после обработки клеток
2 мМ мбЦД, то стимулирующий эффект 2 мкМ
пептида Mut4 был на 40% слабее (р < 0.005), чем у
клеток, не обработанных мбЦД. В случае Mut1
(рис. 5в) мбЦД также подавлял стимулирующий
эффект пептида. В опыте, представленном на
рис. 5в, в отсутствие мбЦД пептид Mut1 при кон-
центрации 2 мкМ стимулировал активность кле-
ток до 134% от контроля. У клеток, инкубирован-
ных в присутствии 3.7 мМ мбЦД без пептида, ак-
тивность составляла 121% от контроля (p < 0.001).
При добавлении 2 мкМ Mut1 после инкубации
клеток с 3.7 мМ мбЦД активность клеток была
достоверно ниже, чем у клеток при той же кон-
центрации пептида в отсутствие мбЦД (на 30%,
p < 0.001). В целом, эти результаты показывают,
что инкубация клеток в присутствии экстрагиру-
ющего холестерин агента мбЦД в концентрации,
при которой активность клеток увеличивается,
приводит к подавлению стимулирующих эффек-
тов пептидов Р4, Mut4 и Mut1. Подавление актив-

ности клеток при сочетании пептида и мбЦД в
стимулирующих концентрациях, указывает на то,
что механизмы эффектов пептидов и мбЦД взаи-
мосвязаны; в противном случае стимулирующие
эффекты должны были бы складываться. Мы
предполагаем, что вызванная мбЦД модуляция
эффектов пептидов связана именно с изменени-
ем концентрации холестерина в клеточных мем-
бранах.

ОБСУЖДЕНИЕ
В данной работе исследовалась роль CRAC-

мотивов и мотивообразующих аминокислот в эф-
фектах пептида Р4 (Ac-RTKLWEMLVELGNMD-
KAVKLWRKLKR-NH2), содержащего два холе-
стерин-распознающих мотива. Ранее мы показа-
ли [28], что этот пептид дозозависимо влияет на
активность культивируемых макрофагов IC-21,
оцениваемую по их способности связывать 2-мкм
частицы: при низких концентрациях (порядка
1 мкМ) Р4 оказывал стимулирующее действие на
клетки и был токсичен при высоких концентра-
циях (50 мкМ) (рис. 1, [28]). Полученные в насто-
ящей работе результаты свидетельствуют о том,
что модификации CRAC-мотивов в пептиде Р4
существенно влияют на способность пептида мо-
дулировать активность клеток IC-21. Так, замена
в пептиде Р4 всех мотивообразующих аминокис-
лот (V→ S; W→ S; R/K → S) приводит к полной
потере активности пептида: мутантный пептид
Mut2 (табл. 1), отличающийся от Р4 только этими
аминокислотами, не оказывал существенного
влияния на число связанных частиц на клетку
(рис. 2а, 2б, табл. 2). Более того, не влиял на ак-
тивность клеток и мутантный пептид Mut3 (табл. 1)
с заменами только триптофанов в CRAC-мотивах
(W→ S) (рис. 2в, 2г, табл. 2). Интересно, что заме-
на в CRAC-мотивах только катионных аминокис-
лот (R/K→ S) практически не влияла на актив-
ность пептида: эффекты мутантного пептида
Mut4 (табл. 1), отличающегося от Р4 только этими
аминокислотами, были очень похожи на эффекты
«родительского» пептида Р4 (рис. 3, табл. 2). Нако-

Таблица 2. Эффекты исследованных пептидов в диапазоне концентраций 0.5–50 мкМ

*Максимальный эффект в % от контрольного уровня, в скобках – концентрация пептида в области максимального эффекта

Пептид Стимулирующий эффект Токсический эффект

P4 (родительский) ~200% (1–2 мкМ)* ~50 мкМ
Mut1 (“scramble” с одним CRAC-мотивом) ~160% (4–10 мкМ)* –
Mut2 (замены всех мотивообразующих амино-
кислоткислот в CRAC-мотивах)

– –

Mut3 (замены только ароматических аминокис-
лот в CRAC-мотивах)

– –

Mut4 (замены только катионных аминокислот в 
CRAC-мотивах)

~210% (1–4 мкМ)* 20–50 мкМ
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нец, мутантный пептид Mut1 (табл. 1), состоящий
из тех же аминокислот, что и пептид Р4, но в слу-
чайном порядке (“scramble”), и имеющий один
случайно образованный CRAC-мотив, отличаю-
щийся от CRAC-мотивов родительского пептида
Р4, вызывал умеренную стимуляцию клеток при

немного более высоких концентрациях, чем Р4, и
не обладал токсическим действием при 50 мкМ
(рис. 4, табл. 2).

Предварительная инкубация клеток в присут-
ствии метил-β-циклодекстрина, экстрагирующе-
го мембранный холестерин [37–39], приводила к

Рис. 5. Предварительная инкубация клеток в присутствии мбЦД подавляет стимулирующее действие пептидов P4 (а),
Mut4 (б) и Mut1 (в). В отсутствие пептидов мбЦД в использованных концентрациях (2 или 3.7 мМ) увеличивает актив-
ность клеток. Приведены репрезентативные эксперименты; каждая точка – среднее число частиц на клетку ± SE, по-
лученное для ≥200 клеток в лунке при данной концентрации пептида; отличие от контроля достоверно по t-критерию
Стьюдента при p < 0.001 (*); различия между группами, показанными квадратной скобкой, достоверны при p < 0.001 (*)
или p < 0.01 (#).
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подавлению стимулирующих эффектов пептидов
Mut4 и Mut1 при низких концентрациях (рис. 5б,
5в), подобно тому как это происходит в случае
пептида Р4 (рис. 5а; [28]). Как отмечалось выше,
вызванное мбЦД угнетение стимулирующего эф-
фекта пептида нельзя объяснить токсическим
действием мбЦД, так как в нашей системе мбЦД
при концентрациях <5 мМ не только не подавлял,
но стимулировал активность клеток (рис. 5). Мы
предполагаем, что холестерин-зависимое повы-
шение клеточной активности, вызванное CRAC-
содержащими пептидами P4, Mut4, и Mut1 в низ-
кой концентрации, можно объяснить стимуляци-
ей формирования обогащенными холестерином
доменов в плазматической мембране, что способ-
ствует агрегации рецепторов, ответственных за
связывание частиц [32–36]. Ослабление стимуля-
ции и угнетение активности клеток при дальней-
шем увеличении концентрации пептида может
быть обусловлено конкуренцией CRAC-пептида
с холестерин-зависимыми рецепторами за холе-
стерин и нарушением нормального функциони-
рования этих рецепторов [26]. При высоких кон-
центрациях (~50 мкМ) пептиды, содержащие два
CRAC-мотива (P4 и Mut4), становятся токсичны-
ми (рис. 1в, 3в). В работе [28] мы предположили,
что холестерин-зависимый токсический эффект
Р4 можно объяснить и формированием транс-
мембранных неселективных пор (например,
вследствие олигомеризации молекул пептида),
что должно приводить к утечкам внутриклеточ-
ного содержимого и гибели клеток; этот же меха-
низм может работать и в случае пептида Mut4.
Возможно, пептид Mut1 с одним CRAC-мотивом
не способен образовывать трансмембранные по-
ры; также не были токсичны при концентрациях
порядка десятков мкМ короткие CRAC-пептиды
VLNYYVW [29–31] и ATVLNYYVWRDNS [26]. Ме-
ханизмы цитотоксичности CRAC-содержащих
пептидов требуют специальных исследований.

Наши результаты согласуются с данными ряда
других работ, в которых была осуществлена экс-
периментальная модуляция холестерин-зависи-
мых клеточных процессов с помощью CRAC-со-
держащих пептидов и продемонстрирована клю-
чевая роль CRAC-мотивов в этих эффектах [26,
42–46]. Так, в работе Li и др. [26] было показано,
что внутриклеточная доставка синтетического
CRAC-пептида ATVLNYYVWRDNS приводит к
нарушению транспорта холестерина в митохон-
дрии и к дозозависимому угнетению синтеза сте-
роидных гормонов в клетках Лейдига, а при заме-
не мотивообразующих аминокислот пептид теря-
ет активность. В ряде работ подчеркивается
ключевая роль ароматической аминокислоты в
CRAC-мотиве; это может быть как тирозин, так и
триптофан или фенилаланин (см. обзоры [24, 25]).
Наши данные подтверждают, что присутствие
триптофана в CRAC-мотивах исследованного

пептида Р4 критично для активности пептида.
Роль триптофана как ключевой мотивообразую-
щей ароматической аминокислоты CRAC-пепти-
дов показана в ряде работ [45–47]. Значение кати-
онных аминокислот в холестерин-зависимом эф-
фекте CRAC-содержащего пептида Р4 в нашей
экспериментальной системе не столь очевидно и
требует уточнения. Мутантный пептид Mut4 с за-
менами катионных аминокислот в CRAC-моти-
вах был практически так же активен в отношении
клеток IC-21, как и Р4 (рис. 3, табл. 2). Ранее было
показано, что пептид VLNYYVW, представляю-
щий собой фрагмент CRAC-мотива без катион-
ной аминокислоты, холестерин-зависимо моду-
лирует активность культивируемых макрофагов
IC-21 [29–31]. Согласно Azarashvili и др. [48], этот
же пептид предотвращает открывание неселек-
тивной митохондриальной поры (mPTP) и осво-
бождение цитохрома с, а также других апоптоти-
ческих факторов у выделенных из мозга крысы
митохондрий.

Использованный в нашей работе пептид Р4
был сконструирован на основе CRAC-содержа-
щих альфа-спиралей белка М1 вируса гриппа [27],
и тот факт, что пептид Р4 модулирует активность
макрофагов, указывает на то, что подобные моду-
ляции могут иметь место и в целом организме,
инфицированном вирусом гриппа. Это может
означать, что CRAC-содержащие пептиды вирус-
ного происхождения могут составить основу для
разработки новых препаратов, регулирующих
различные жизненно важные холестерин-зависи-
мые процессы, среди которых значительное ме-
сто занимают взаимодействия клеток с микроба-
ми [9, 13–20]. Возможность влиять на процесс
инфицирования клеток in vitro с помощью CRAC-
содержащего пептида вирусного происхождения
была продемонстрирована в работе Cheng и др.
[45]. Авторы сообщили, что пептид C5A, содер-
жащий аминокислотные остатки 3–20 из амфи-
патического α-спирального N-концевого домена
белка NS5A вируса гепатита C, подавлял размно-
жение вируса более чем на 5 порядков. Интерес-
но, что авторы не пользуются понятием CRAC-
мотива, но присутствие этого мотива в пептиде
C5A очевидно: SWLRDIWDWICEVLSDFK [45]. В
2018 г. была продемонстрирована антивирусная
активность того же пептида C5A в отношении ви-
руса иммунодефицита человека HIV [46]. Нам
представляется заслуживающим внимания тот
факт, что так называемый «ароматический до-
мен» S-белка коронавируса SARS [47] также со-
держит CRAC-мотив (YIKWPWYVW) и что инфи-
цирование этим коронавирусом зависит от холе-
стерина [49]. Мы предполагаем, что создание
CRAC-содержащих пептидов, конкурирующих с
S-белком за холестерин и препятствующих про-
цессу инфицирования клетки коронавирусом,
может быть одним из направлений борьбы с этой
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инфекцией. Более того, губительное действие ко-
ронавируса при его репликации и формировании
оболочки вириона может быть подобно токсиче-
скому действию больших доз некоторых CRAC-
содержащих пептидов (рис. 1в, 3в; [28]). Токсиче-
ский эффект CRAC-содержащего коронавирус-
ного S-белка внутри клетки может быть связан с
секвестрированием холестерина S-белком и на-
рушением работы холестерин-зависимых белков
не только плазматической мембраны, но и мем-
бран внутриклеточных органелл. Предотвратить
такую губительную для клетки экстракцию холе-
стерина S-белком также могут специально скон-
струированные и не обладающие токсичностью
CRAC-содержащие пептиды.

В целом, полученные в данной работе результа-
ты свидетельствуют о том, что: (1) CRAC-мотивы
играют существенную роль в механизме эффектов,
вызываемых пептидом Р4 (RTKLWEMLVELGN-
MDKAVKLWRKLKR), содержащим два CRAC-
мотива; (2) из мотивообразующих аминокислот
принципиально присутствие ароматической ами-
нокислоты триптофана, замена которого сери-
ном в обоих CRAC-мотивах инактивирует пеп-
тид; (3) замена катионных аминокислот (аргини-
на и лизина) не влияет на исследуемые эффекты
пептида; (4) для токсического эффекта Р4, по-ви-
димому, существенно присутствие двух CRAC-
мотивов; (5) эффекты CRAC-содержащих пепти-
дов (Р4, Mut4 и Mut1) зависят от содержания хо-
лестерина в мембране. Механизмы взаимодей-
ствий липидных и белковых компонентов кле-
точной мембраны с CRAC-содержащими
пептидами, модулирующими холестерин-зависи-
мые клеточные функции, а также возможности
применения таких пептидов в медицинских це-
лях еще предстоит исследовать.

Авторы выражают благодарность Л.А. Барато-
вой и В.А. Радюхину за полезное обсуждение про-
екта. Работа выполнена при поддержке гранта
РФФИ № 18-04-01363.
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The activity of many membrane proteins, such as receptors, ionic channels, transporters, and enzymes, is
cholesterol dependent; however, mechanisms of the cholesterol-dependent regulation of protein functions
remain obscure. Recent studies suggest that membrane proteins can directly interact with cholesterol owing
to the presence of the cholesterol-recognizing amino-acid consensus (CRAC) motifs. One of the ways to ver-
ify and further develop this notion is a design of CRAC-containing peptides and investigation of their effects
on cholesterol-dependent cell functions. Previously we showed that a newly constructed peptide RTKL-
WEMLVELGNMDKAVKLWRKLKR (peptide P4) containing two CRAC motifs modulates cholesterol-de-
pendent interactions of cultured macrophages IC-21 with 2-μm particles. In this work, in order to clarify the
role of CRAC-forming amino acids, we employed the same experimental system to test the activity of pep-
tides closely related to P4 but with modified CRAC motifs. We found that peptide STKLSEMLSELGNMD-
KASKLSRKLSR (Mut2) analogous to P4, except that all CRAC-forming amino acids were substituted by
serine (V → S, W → S, R → S), did not produce any effect in the concentration range 0.5–50 μM correspond-
ing to the range of the P4 activity. Neither was effective peptide RTKLSEMLVELGNMDKAVKLSRKLKR
(Mut3), in which only aromatic amino acids of the CRAC motifs were substituted (W → S). Peptide STKL-
WEMLVELGNMDKAVKLWRKLSR (Mut4), in which only cationic amino acids in the CRAC motifs were
changed (R/K → S), produced almost the same effect as that of peptide P4 with a bell-shape dose–response
curve. At low concentrations (1–4 μM) Mut4 notably increased the number of beads per cell, at higher con-
centrations this parameter diminished, and at 50 μM Mut4 produced a robust toxic effect. Finally, peptide
EWGMAVLWERNRKLKKDLKVLKMLRT (Mut1) composed of the same amino acid residues as P4 but
in a random order (“scramble”) and possessing one CRAC motif, different from that in P4, produced a mod-
erate stimulation at 4–10 μM but was not toxic at 50 μM. As in the case of peptide P4, the effects of Mut4
and Mut1 depended on the cholesterol content in the cell membrane: after the incubation of cells with cho-
lesterol-extracting agent methyl-β-cyclodextrin stimulatory effects produced by Mut4 and Mut1 at low doses



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 5  2020

МОДУЛЯЦИЯ ХОЛЕСТЕРИН-ЗАВИСИМОЙ АКТИВНОСТИ МАКРОФАГОВ 395

were suppressed. Our results indicate that CRAC motifs play an important role in the mechanisms of the pep-
tide-induced modulations of cholesterol-dependent cell functions in the experimental system used and that
of the three motif-forming amino acids, critical is the presence of aromatic amino acids (W). Further research
is required to comprehend the molecular mechanisms of interactions of CRAC-containing peptides with cell
membrane components that lead to modulation of cell functions. We anticipate that CRAC-containing pep-
tides may provide a basis for the development of new tools for directed regulation of the activity of target cho-
lesterol-dependent membrane proteins and for the design of new antimicrobial and immunomodulating
drugs in particular.

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