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Латеральное распределение интегральных и периферических белков, а также липидов в плазмати-
ческих мембранах клеток млекопитающих крайне неоднородно. Считается, что в мембранах фор-
мируются различные липид-белковые домены. Домены, обогащенные сфингомиелином и холесте-
рином, называют рафтами. Предполагается, что распределение белков в рафты в большой степени
связано с наличием в их первичной последовательности специфического участка аминокислот, на-
зываемого CRAC-мотивом, отвечающего за связывание холестерина. В настоящей работе взаимо-
действие двух пептидов, содержащих в своей структуре CRAC-мотивы, с мембранами различного
состава исследовалось методом молекулярной динамики. Показано, что среднее число контактиру-
ющих с каждым пептидом липидных молекул пропорционально мольной доле липида в мембране.
Не обнаружено преимущественное взаимодействие с холестерином как пептидов в целом, так и их
отдельных аминокислот или аминокислотных последовательностей. Мы предполагаем, что в ряде
случаев преимущественное латеральное распределение в рафты пептидов и белков, содержащих
CRAC-мотивы, может быть обусловлено амфипатическими свойствами CRAC-мотива, а не специ-
фическим сильным связыванием холестерина.
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ВВЕДЕНИЕ

Латеральное распределение интегральных и
периферических белков в плазматической мем-
бране крайне неоднородно [1, 2]. Показано, что
различные белки формируют кластеры размером
10–200 нм [1]. Имеется как минимум два непере-
секающихся типа таких кластеров, различающих-
ся по составу белков, формирующих их [3]. Ины-
ми словами, часть мембранных белков всегда рас-
полагается в кластерах первого типа, а другая
часть – всегда в кластерах второго типа, и белки,
формирующие первый тип кластеров, практиче-
ски никогда не оказываются колокализованы с
белками, формирующими второй тип кластеров.
При обработке клеточных мембран мягким не-
ионным детергентом в низкой концентрации при
низкой температуре (∼4°С) и последующем цен-
трифугировании мембранные белки разделяются
на две фракции, соответствующие двум типам
кластеров [4]. Помимо различия по белковому со-
ставу, фракции различаются также содержанием

липидов: сфингомиелин практически полностью
распределяется во фракцию низкой плотности, в
то время как фракция высокой плотности обога-
щена ненасыщенными липидами [3, 4]. Холесте-
рин, по разным данным, распределяется либо
практически равномерно между фракциями [3, 5],
либо имеет некоторое предпочтение к фракции
низкой плотности [4]. Предполагается, что бел-
ковые кластеры в плазматических мембранах в
действительности представляют собой липид-
белковые домены, составы которых приблизи-
тельно совпадают с составами фракций, получа-
ющимися при центрифугировании; при этом
домены, обогащенные сфингомиелином и холе-
стерином, называются рафтами [6]. Большой ин-
терес к исследованию рафтов связан с тем, что
они оказываются вовлечены в процессы, катали-
зируемые находящимися в них мембранными
белками, причем наличие рафтового окружения
критично для функционирования белков [2, 7, 8].
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Малый размер доменов существенно затруд-
няет их исследование в клеточных мембранах. В
модельных чисто липидных мембранах, состав
которых близок к составу наружного монослоя
плазматических мембран, при понижении темпе-
ратуры происходит фазовое разделение, в резуль-
тате которого образуются домены микронных
размеров, которые могут изучаться различными
экспериментальными методами, в том числе оп-
тическими [3, 5, 9–12]. Такие домены также отно-
сительно устойчивы к действию детергента и обо-
гащены сфингомиелином и холестерином; они
используются в качестве модели клеточных раф-
тов [5, 13]. В модельных мембранах было обнару-
жено, что липид в доменах находится в жидко-
упорядоченном (Lo) состоянии, в то время как
окружающая мембрана – жидко-неупорядочен-
ная (Ld) [10–12]. Вследствие различия упорядо-
ченности толщина бислоя доменов больше тол-
щины окружающей мембраны [13]. Домены харак-
теризуются относительно высокими модулями
упругости [14], и в них понижен коэффициент
диффузии [10].

Кластеризация различных белков и липидов в
ограниченной области плазматической мембра-
ны необходима для нормального протекания
жизненно важных клеточных процессов, в част-
ности слияния и деления мембран [15, 16], пере-
дачи клеточных сигналов [17, 18] и т.д. Помимо
нормальных физиологических процессов, такая
организация липид-белковых платформ является
ключевой стадией процессов патологических –
сборки новых вирусных частиц на мембранах
клетки, инфицированной оболочечными вируса-
ми. Экспериментально было показано, что ли-
пидный состав мембраны вирусов гриппа и им-
мунодефицита практически совпадает с липидным
составом рафтовой фазы клеточной мембраны
[19]. Предполагается, что сборка новых вирионов
происходит на доменах жидко-упорядоченной
фазы, в которые должны преимущественно рас-
пределяться вирусные мембранные белки. Таким
образом, эти белки должны обладать к рафтам
выраженным сродством.

В ряде работ высказывалось предположение о
том, что сродство различных белков к обогащен-
ным холестерином доменам плазматических
мембран может обеспечиваться наличием в их
структуре специфических последовательностей
аминокислотных остатков, предположительно
“узнающих” и связывающих холестерин [20], на-
зываемых “CRAC” – cholesterol recognition amino
acid consensus [21]. CRAC-мотивы описываются
общей формулой -L/V-(X)(1-5)-Y/W-(X)(1-5)-
R/K-, где (X)(1-5) обозначает от одного до пяти
остатков любых аминокислот, символ “/” обо-
значает “или”. Такие последовательности были
обнаружены в первичной структуре различных

белков, распределяющихся в рафтовую фазу кле-
точных мембран, в том числе кавеолина, мем-
бранных рецепторов [20, 22], а также белка слия-
ния (гемагглютинина) [23] и матриксного белка
(М1) вируса гриппа [24]. В работе [25] было пока-
зано, что синтетические CRAC-содержащие пеп-
тиды, соответствующие 3, 6 и 13-й α-спиралям
М1-белка, в разной степени модулируют холесте-
рин-зависимое взаимодействие культивируемых
макрофагов IC-21 с 2-мкм частицами. В аналогич-
ных экспериментах было обнаружено, что пептид
RTKLWEMLVELGNMDKAVKLWRKLKR-NH2,
содержащий два CRAC-мотива из 3-й и 6-й α-спи-
ралей М1-белка, значительно и сложным образом
влияет на активность макрофагов IC-21 [26].

В работе [20] было высказано предположение,
что наряду с посттрансляционным липидирова-
нием белков наличие в их структуре аминокислот-
ных последовательностей, связывающих опреде-
ленные липидные компоненты, может обуслав-
ливать распределение белков в мембранные
домены, обогащенные такими компонентами.
В качестве такой аминокислотной последова-
тельности рассмотрен CRAC-мотив на примере
кавеолина-1 и кавеолина-2, относительно кото-
рых было показано, что пальмитирование не яв-
ляется необходимым условием их распределения
в кавеолы, мембрана которых находится в рафто-
вом состоянии [2]. При этом кавеолин-3 не со-
держит CRAC-мотивов, однако, тем не менее,
распределяется в рафты, по-видимому, за счет
пост-трансляционного пальмитирования [20].
На основании полученных экспериментальных
данных в работе [23] была высказана гипотеза о
существенной роли CRAC-мотива в распределе-
нии в жидко-упорядоченную фазу мембраны ге-
магглютинина – белка слияния вируса гриппа.
Однако наблюдаемая в экспериментах “кон-
трастность” распределения холестерина по плаз-
матической мембране, как правило, значительно
ниже, чем белков, ассоциированных с рафтами
[3, 27]. В то же время клеточные домены жидко-
упорядоченной фазы значительно обогащены
сфингомиелином. Это позволяет предполагать,
что CRAC-мотивы могут взаимодействовать так-
же и со сфингомиелином, либо специфическое
взаимодействие CRAC-мотивов с холестерином
может зависеть от наличия сфингомиелина или
других липидов. Насколько нам известно, эти
предположения систематически не проверялись.

В настоящей работе методами молекулярной
динамики (МД) исследовалось взаимодействие
пептидов, содержащих в своей структуре CRAC-
мотивы, с липидными молекулами в мембранах
различного состава. Проведенное моделирование
не позволило выявить у исследуемых пептидов
повышенного сродства к холестерину вне зависи-
мости от наличия в системе сфингомиелина.
Во всех случаях с пептидами взаимодействует 1–
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2 молекулы холестерина, что соответствует
средней концентрации этого липида в системе.
Аналогичные результаты были получены и для
взаимодействия пептидов со сфингомиелином.
Исследование локализации взаимодействующего
с пептидом холестерина также не позволило вы-
явить устойчивых мест связывания – холестерин
взаимодействует с остатками, ориентированны-
ми внутрь мембраны, и не образует долгоживу-
щих комплексов с пептидом. Полученные резуль-
таты позволяют заключить, что наличие в струк-
туре пептида CRAC-мотива само по себе не
является универсальным критерием сильного
специфического связывания этим пептидом хо-
лестерина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве тестовых пептидов использова-

лись участки третьей и шестой амфипатических
спиралей матриксного белка М1 вируса гриппа:
пептид p1 = LEVLMEWLKTR, пептид p2 =
= NNMDKAVKLYRKLKR (жирным шрифтом
выделены аминокислоты, образующие CRAC-
мотив), впервые описанные в работе [25] как пеп-
тиды, содержащие CRAC-мотивы и охарактери-
зованные по их влиянию на холестерин-зависи-
мое связывание частиц макрофагами IC-21. Для
каждого из этих пептидов проводились МД-си-
муляции длиной 10 мкс в присутствии липидных
бислоев следующих составов: 1) диолеоилфосфа-
тидилхолин (DOPC), 200 липидов, обозначение
системы – DOPC; 2) DOPC/холестерин (Chol),
180 молекул DOPC, 20 молекул холестерина, обо-
значение системы – DOPC/Chol; 3) DOPC/ди-
пальмитоилсфингомиелин (DPSM), 180 молекул
DOPC, 20 молекул дипальмитоилсфингомие-
лина, обозначение системы – DOPC/DPSM;
4) DOPC/DPSM/Chol, 160 молекул DOPC,
20 молекул DPSM, 20 молекул Chol, обозначение
системы – DOPC/DPSM/Chol.

Сродство пептидов к различным липидам ис-
следовалось методом молекулярной динамики в
крупнозернистом приближении. Расчеты прово-
дились с использованием программы gromacs
2016.3 в силовом поле martini2.2P для расчетов с
поляризованной водой [28]. Для расчетов приме-
нялись видеокарты NVidia GeForce GTX 1080
(AsusTek Computer Inc., Тайвань), позволяющие
рассчитывать приблизительно 0.5 мкс траектории
в сутки. Для системы каждого состава рассчиты-
валась одна траектория длиной 10 мкс. Молеку-
лярные топологии липидов (DOPC, DPSM, Chol)
брались из имеющейся базы данных липидов [29].
МД-симуляции производили при постоянной
температуре (295 К), поддерживаемой с исполь-
зованием термостата Нозе–Гувера [30, 31]. В про-
цессе расчета поддерживали давление (полуизо-
тропая схема подстройки) с использованием

баростата Паринелло–Рамана [32, 33]. Шаг инте-
грирования в процессе МД составлял 10 фс. При
учете дальнодействующих взаимодействий ис-
пользовали параметры, рекомендованные для
выбранного силового поля: ван-дер-ваальсовы
взаимодействия – схема shift с радиусами 0.9/1.2 нм,
электростатические взаимодействия – схема shift
с радиусами 0.0/1.2 нм. Длительность расчетных
траекторий составила 10 мкс. Электростатиче-
ские взаимодействия рассчитывались с использо-
ванием диэлектрической проницаемости среды
мембраны ε = 2.5. Исследуемые системы состоя-
ли из 200 молекул липидов и приблизительно
20000 молекул воды. На первом этапе проведены
расчеты равновесных состояний бислоев. В стар-
товой конфигурации каждого монослоя липиды
распределялись случайным образом на двумер-
ной сетке с шагом 0.8 нм. Два собранных моно-
слоя комбинировались в бислой таким образом,
чтобы расстояние между модельными частицами,
включающими атомы фосфора, различных моно-
слоев вдоль нормали к бислою составляло 3.4 нм.
В полученную систему добавлялась вода. Модель-
ная система уравновешивалась 100 нс. На втором
этапе в водную часть системы добавлялся пептид.
После стартового уравновешивания системы,
при котором минимизировалась энергия в тече-
ние 100 нс при постоянном давлении (полуизо-
тропая схема подстройки) с использованием ба-
ростата Берендсена [34], запускался основной
расчет МД.

Взаимодействие пептидов с липидами оцени-
валось путем регистрации контактов пептид–ли-
пид. Предполагалось, что липид взаимодействует
с пептидом в случае, если расстояние между зер-
нами пептида и липида не превышает заданной
отсечки 0.6 нм. Такие контакты анализировали
для каждого состояния, полученного в ходе МД
с шагом в 0.1 нс. Полученные данные отображали
в двух вариантах. В первом случае отображалось
общее число молекул липида каждого типа, взаи-
модействующих с пептидом. Во втором случае
строили карты интенсивности контактов амино-
кислотных остатков пептида с холестерином.
При наличии сайтов связывания с холестерином
на этих картах должны наблюдаться области, с
которыми холестерин взаимодействует на протя-
жении длительных периодов времени.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 показана зависимость количества

контактирующих с пептидом p1 молекул DOPC
(рис. 1а–1г), DPSM (рис. 1в, 1г) и холестерина
(рис. 1б, 1г) от времени МД. Из рисунка видно,
что среднее количество контактирующих молекул
стабилизируется уже после приблизительно 1 мкс
динамики (рис. 1в) и остается практически неиз-
менным до конца расчетной траектории. Скачок
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числа контактов пептида с липидами при t ≈ 1 мкс
на рис. 1в связан с тем, что исходно пептид поме-
щался в воду вблизи мембраны; при встраивании
пептида в мембрану в момент времени t ≈ 1 мкс
количество контактов пептид–липид резко воз-
растает. Все липидные молекулы были распреде-
лены по мембране практически равномерно и не
образовывали между собой долгоживущих кла-
стеров (данные не показаны). Среднее количе-
ство молекул DPSM и Chol, контактирующих с
пептидом, приблизительно соответствует кон-
центрации (мольной доле) этих липидов в мем-
бране. Действительно, в однокомпонентной мем-
бране из чистого DOPC с пептидом контактирует
в среднем 10 молекул (рис. 1а). В мембранах со-
става DOPC/DPSM и DOPC/Chol мольная доля
DPSM и Chol составляет 100% × 20/(180 + 20) =
= 10%. В этих системах с пептидом контактирует
в среднем также десять молекул, из которых де-
вять молекул DOPC и одна молекула DPSM
(рис. 1в) или Chol (рис. 1б), в соответствии с
мольными долями этих липидов. В мембране со-
става DOPC/DPSM/Chol 160/20/20 мольная доля
DPSM и Chol составляет 10% каждого, а мольная
доля DOPC – 80%. В соответствии с этим, в дан-
ной системе с пептидом p1 находится в контакте в
среднем всего десять молекул, из которых восемь
молекул – DOPC, одна молекула – DPSM и одна
молекула – Chol (рис. 1г). Из полученных данных
можно заключить, что все смоделированные си-
стемы (DOPC; DOPC/Chol; DOPC/DPSM;
DOPC/DPSM/Chol) являются идеальными в том
смысле, что пептид p1 не имеет как предпочти-
тельных (притяжение), так и нежелательных (от-
талкивание) взаимодействий ни с одним из липи-
дов. Все контакты пептида с липидами являются
случайными, и их вероятность пропорциональна
мольной доле липида. Если бы пептид в какой-
либо мере связывал холестерин, то среднее число
контактов пептида с холестерином должно было
бы превышать число контактов, пропорциональ-
ное мольной доле холестерина в мембране при
условии приблизительно равномерного латераль-
ного распределения всех липидов. Например, в
предельном случае очень сильной долгоживущей
связи пептида с одной молекулой холестерина
число контактов в среднем должно быть прибли-
зительно на единицу большим, чем в случае иде-
альной системы.

На рис. 2 для пептида p2 показана аналогичная
зависимость от времени количества контактиру-
ющих липидных молекул: DOPC (рис. 2а–2г),
DPSM (рис. 2в, 2г), Chol (рис. 2б, 2г) в мембранах
различного состава. Скачок числа контактов пеп-
тида с липидами при t ≈ 0.5 мкс на рис. 2а и t ≈
≈ 3 мкс на рис. 2в связан с тем, что исходно пеп-
тид помещался в воду вблизи мембраны; встраи-
вание пептида в мембрану произошло в моменты
времени t ≈ 0.5 мкс и t ≈ 3 мкс соответственно, при

этом количество контактов пептид–липид с ос-
новным липидом (DOPC) резко возросло. Пеп-
тид p2 больше (состоит из большего количества
аминокислотных остатков), чем пептид p1; соот-
ветственно, в мембране из чистого DOPC с пеп-
тидом p2 находится в контакте в среднем прибли-
зительно 12 молекул DOPC (ср. рис. 2а и 1а). Так
же как и в случае пептида p1, моделированные си-
стемы “мембрана + пептид p2” являются идеаль-
ными в том смысле, что среднее число контакти-
рующих с пептидом молекул липидов пропорци-
онально их мольной доле. Действительно, в
мембране состава DOPC/Chol 180/20 мольная до-
ля холестерина составляет 10%; в такой мембране
пептид p2 в среднем контактирует приблизитель-
но с 11 молекулами DOPC и одной молекулой
холестерина (рис. 2б). В мембране состава
DOPC/DPSM 180/20 мольная доля DPSM также
составляет 10%, и пептид p2 находится в контакте
в среднем с приблизительно 11 молекулами DOPC
и одной молекулой DPSM (рис. 2в).

В мембране состава DOPC/DPSM/Chol
160/20/20 мольные доли компонентов составляют
80, 10 и 10% для DOPC, DPSM, Chol соответ-
ственно. При этом в контакте с пептидом p2 в
среднем находятся приблизительно 10 молекул
DOPC, одна молекула DPSM и одна молекула хо-
лестерина, пропорционально мольной доле каж-
дого липидного компонента в мембране (рис. 2г).
Таким образом, пептид p2 не имеет как предпо-
чтительных (притяжение), так и нежелательных
(отталкивание) взаимодействий ни с одним из
липидов.

На рис. 3 показаны диаграммы зависимости от
времени контактов холестерина с аминокислот-
ными остатками пептидов p1 (рис. 3а, 3б) и p2
(рис. 3в, 3г) в мембранах состава DOPC/Chol
(рис. 3а, 3в) и DOPC/DPSM/Chol (рис. 3б, 3г).
Контакт какого-либо аминокислотного остатка с
холестерином в данный момент времени обозначен
на диаграммах вертикальной серой полосой, отсут-
ствие контакта – вертикальной белой полосой.

Из рисунка видно, что холестерин взаимодей-
ствует преимущественно с гидрофобными ами-
нокислотными остатками, ориентированными
внутрь мембраны. При этом ни один из пептидов
не имеет устойчивых мест связывания холестери-
на и не образует с холестерином долгоживущих
комплексов. Из того, что характерное время не-
прерывного нахождения молекулы холестерина
вблизи конкретных аминокислотных остатков
пептидов относительно мало (<0.4 мкс, см. рис. 3),
а среднее число контактирующих с пептидами
молекул холестерина пропорционально мольной
доле холестерина, можно сделать вывод о случай-
ности взаимодействий пептид-холестерин. Из
полученных результатов МД следует, что наличие
в структуре пептида CRAC-мотива не является
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достаточным условием его преимущественного
взаимодействия с холестерином.

Каким образом происходит сортировка мем-
бранных белков между Lo- и Ld-фазами мембра-
ны в настоящее время полностью не выяснено.
В ряде работ [35–40] систематически исследова-
лось латеральное распределение трансмембран-
ного белка LAT (Linker for Activation of T-cells) и
его различных производных и мутантов. Было об-
наружено [39], что предпочтение трансмембран-
ными белками упорядоченной или неупорядо-
ченной фазы определяется тремя особенностями

их химической структуры: 1) пост-трансляцион-
ная модификация белков (присоединение остат-
ков пальмитиновой или миристиновой кислоты)
повышает коэффициент распределения в Lo-фа-
зу; 2) так называемая доступная площадь поверх-
ности трансмембранного домена (ТМД) белка,
которая определяется объемом составляющих его
аминокислот и коррелирует с диаметром ТМД
(меньший диаметр способствует распределению
в Lo-фазу); 3) длина ТМД – увеличение длины на
одну аминокислоту относительно повышает ко-
эффициент распределения в Lo-фазу приблизи-

Рис. 1. Зависимость количества липидов, контактирующих с пептидом p1, от времени в мембранах состава: а – DOPC;
б – DOPC/Chol; в – DOPC/DPSM; г – DOPC/DPSM/Chol. Зависимость количества контактирующих с пептидом мо-
лекул DOPC показана черным цветом; Chol – красным цветом; DPSM – синим цветом.
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тельно на 5% [40]. Показано, что такие изменения
структуры ТМД белка приводят к приблизитель-
но аддитивным изменениям коэффициента рас-
пределения белков между фазами мембраны. Ме-
тодами молекулярной динамики было показано,
что LAT имеет сильное предпочтение к межфаз-
ной Lo/Ld-границе [38]. Рассчитанные зависимо-
сти энергии (потенциал средней силы) от поло-
жения трансмембранного белка относительно
межфазной границы хорошо согласуются с ана-
логичными зависимостями энергии, получаемы-
ми методами континуальной теории упругости

[41, 42]. Однако данные работ [35–40] не позволя-
ют объяснить распределение периферических
белков между фазами мембраны.

Химическая структура CRAC-мотивов определя-
ется общей формулой: -L/V-(X)(1-5)-Y/W-(X)(1-5)-
R/K-, где (X)(1-5) обозначает от одного до пяти
остатков любых аминокислот, символ “/” обо-
значает “или”. Таким образом, CRAC-мотив яв-
ляется амфипатическим, поскольку содержит од-
новременно заряженные (R/K), ароматические
(Y/W) и гидрофобные (L/V) аминокислотные
остатки. Ранее в работах [41, 42] теоретически ис-

Рис. 2. Зависимость количества липидов, контактирующих с пептидом p2, от времени в мембранах состава: а – DOPC;
б – DOPC/Chol; в – DOPC/DPSM; г – DOPC/DPSM/Chol. Зависимость количества контактирующих с пептидом мо-
лекул DOPC показана черным цветом; Chol – красным цветом; DPSM – синим цветом.
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следовалось преимущественное распределение
различных мембранных включений между объ-
емными Lo- и Ld-фазами и межфазной границей.
Было показано, что преимущественное распреде-
ление в область межфазной Lo/Ld-границы харак-
терно для: 1) всех липидных включений, моно-
слой из которых обладает ненулевой спонтанной
кривизной; 2) всех периферических мембранных

включений, как амфипатических, так и преиму-
щественно гидрофобных; 3) трансмембранных
включений, имеющих нецилиндрическую фор-
му, например “песочных часов” или “бочонка”.
Распределение таких мембранных включений на
границу домена всегда приводило к понижению
граничной энергии. Не имели предпочтения к
межфазной границе лишь липидные включения,

Рис. 3. Диаграммы зависимости от времени контактов холестерина с аминокислотными остатками пептидов p1 (а, б)
и p2 (в, г) в мембранах состава DOPC/Chol (а, в) и DOPC/DPSM/Chol (б, г). Контакт аминокислотного остатка с хо-
лестерином в данный момент времени обозначен на диаграммах вертикальной серой полосой, отсутствие контакта –
вертикальной белой полосой.
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монослои которых имеют приблизительно нуле-
вую спонтанную кривизну. Кроме того, в объем-
ную Lo- или Ld-фазу предпочитали распределять-
ся цилиндрические трансмембранные включе-
ния, длина которых приблизительно совпадала с
толщиной липидного бислоя соответствующей
фазы [41]. Таким образом, исходя из результатов
работ [41, 42], любой периферический пептид,
включающий амфипатической CRAC-мотив,
должен иметь сильное предпочтение к межфаз-
ной Lo/Ld-границе. Для этого пептиду не нужно
связываться с холестерином, поскольку движу-
щей силой латерального перераспределения яв-
ляются взаимодействие индуцируемых пептидом
деформаций мембраны, обусловленных амфипа-
тической природой пептида, и деформаций мем-
браны, возникающих на межфазной Lo/Ld-гра-
нице [42, 43]. В трансмембранном пептиде, по-
видимому, должна проявляться тенденция к рас-
положению CRAC-мотива вблизи внешних (по-
лярных) границ мембраны, поскольку в мотив
входят положительно заряженные аминокисло-
ты (R/K). Характеристические аминокислоты
CRAC-мотивов достаточно объемные. Наличие
объемных аминокислот в составе трансмембран-
ного участка вблизи поверхностей мембраны мо-
жет обеспечивать эффективную форму транс-
мембранного пептида в виде “песочных часов”:
большой объем вблизи гидрофильных поверхно-
стей мембраны и малый – в области межмоно-
слойной поверхности. Согласно результатам ра-
боты [41], оптимальное положение трансмем-
бранного пептида, имеющего эффективную
форму “песочных часов”, – вблизи границы Lo-
и Ld-фаз.

Следует отметить, что все рафтозависимые
процессы автоматически являются холестерин-
зависимыми, однако обратное не верно. Соглас-
но теоретическим результатам работ [41, 42], ам-
фипатические пептиды должны преимуществен-
но распределяться на границу рафтов, изменять
их граничную энергию и влиять на свойства ан-
самбля рафтов. Однако амфипатическая природа
пептида не является достаточным условием его
влияния на холестерин-зависимые процессы.
В работе [26] было показано, что пептид, получа-
ющийся объединением пептидов p1 и p2, сильно и
сложным образом влияет на холестерин-зависи-
мую активность клеток. При замене ароматиче-
ских аминокислот в двух CRAC-мотивах на серин
влияние пептида практически исчезает [44], хотя
замена ароматических аминокислот на серин не
изменяет амфипатических свойств пептида.

Ранее в работе [45] исследовалось взаимодей-
ствие с мембранами различного состава двух пеп-
тидов, содержащих CRAC-мотивы, являющихся
частями лейкотоксина LtxA. Исследование про-
водилось методами полноатомной молекулярной

динамики. Был проведен сравнительный анализ
связывания пептидов и изменений их вторичной
структуры с мембранами, состоящими из чистого
димиристоилфосфатидилхолина (DMPC) и сме-
си DMPC/Chol 60 : 40. Показано, что в мембраны
состава DMPC/Chol 60 : 40 оба пептида встраива-
ются глубже, чем в мембраны из чистого DMPC.
При встраивании изменяется вторичная структу-
ра пептидов, и эти изменения также выражены
сильнее в мембранах состава DMPC/Chol 60 : 40.
Однако в данной работе связывание (число кон-
тактов) CRAC-мотивов с холестерином напря-
мую не анализировалось. В принципе, по край-
ней мере, частично наблюдаемые эффекты могут
быть объяснены не специфическим взаимодей-
ствием CRAC-мотивов с холестерином, а измене-
нием интегральных свойств мембраны при добав-
лении холестерина. Встраивание амфипатиче-
ского пептида в мембрану неизбежно приводит к
ее деформации. Энергия возникающих деформа-
ций, в свою очередь, должна влиять на эффектив-
ность встраивания и, возможно, итоговую кон-
формацию пептида. Например, в предельном
случае очень жесткой мембраны энергия дефор-
маций может быть настолько велика, что пептид
вообще не сможет встроиться в мембрану. Из-
вестно, что холестерин влияет на толщину и из-
гибную жесткость мембраны, а также на спонтан-
ную кривизну ее монослоев [13, 14, 46–48]. Эти
параметры определяют энергию деформаций,
возникающих вблизи встроенного в мембрану
амфипатического пептида, и, таким образом, мо-
гут влиять на глубину встраивания. В этом случае
взаимодействие CRAC-содержащего пептида с
мембраной может определяться ее интегральны-
ми свойствами, а не эффективностью или специ-
фичностью связывания пептида с холестерином;
надежно различить эти два механизма представ-
ляется нетривиальной задачей.

В работе [49] методами МД крупнозернистого
приближения анализировались сайты преимуще-
ственного взаимодействия с холестерином серо-
тонинового рецептора, в структуре которого име-
ется семь трансмембранных участков и три
CRAC-мотива. Было обнаружено, что холестерин
в сравнимой степени взаимодействует со всеми
трансмембранными спиралями рецептора, при-
чем даже выявленные сайты преимущественного
взаимодействия контактируют с молекулами хо-
лестерина время, сравнимое со временем занято-
сти других участков трансмембранных спиралей.
При этом холестерин многократно связывается
(приходит в контакт) с такими сайтами и диссо-
циирует от них в течение расчетной траектории
МД. Повышенное время контакта с холестери-
ном было обнаружено только у одного из трех
CRAC-мотивов, причем это время не было мак-
симальным среди выявленных сайтов преимуще-
ственного взаимодействия с холестерином. Харак-



106

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 2  2021

ВОЛЫНСКИЙ и др.

терное время взаимодействия трансмембранных
спиралей с пальмитоилолеоилфосфатидилхоли-
ном (POPC) в мембране состава POPC/Chol 50 : 50
оказалось сравнимым со временем взаимодей-
ствия с холестерином, причем связывание кон-
кретного сайта с POPC не исключало его одно-
временного связывания с холестерином. Таким
образом, показано, что селективность выявлен-
ных сайтов преимущественного взаимодействия
с холестерином невысока.

В работе [50] методами МД крупнозернистого
приближения моделировалось взаимодействие с
мембранами того же серотонинового рецептора.
Был обнаружен всего 41 сайт преимущественных
контактов с холестерином, из которых лишь два
входили в состав CRAC-мотивов. Количество
контактов каждого сайта с холестерином корре-
лировало с его стерической доступностью для хо-
лестерина, т.е. со степенью погружения сайта в
гидрофобную часть мембраны и его ориентацией.
Для одного из двух сайтов, входящих в состав
CRAC-мотива, селективность по отношению к
связыванию холестерина оказалась чрезвычайно
низкой.

Таким образом, из результатов наших расчетов
и имеющихся литературных данных можно за-
ключить, что наличие в составе белка или пепти-
да CRAC-мотива не является универсальным
критерием его преимущественного взаимодей-
ствия или связывания с холестерином: CRAC-со-
держащие пептиды или участки белков могут как
связывать, так и не связывать холестерин; кроме
того, холестерин может связываться и с не содер-
жащими CRAC-мотивы пептидами или участка-
ми белков [45, 49, 50]. Преимущественное рас-
пределение белков, содержащих в своей структу-
ре CRAC-мотивы, в жидко-упорядоченную фазу
мембраны или на ее границу может определяться
амфипатической природой этой аминокислот-
ной последовательности, которая обеспечивает
определенную молекулярную геометрию пепти-
дов [35–40]. Сильное взаимодействие пептидов,
содержащих CRAC-мотивы, с мембранами, в со-
став которых входит холестерин, помимо специ-
фического взаимодействия CRAC-мотива с холе-
стерином, может также объясняться сильным
влиянием холестерина на интегральные физико-
химические свойства мембраны, от которых, в
свою очередь, зависит характер взаимодействия
пептида с мембраной [41, 42, 51].

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования Российской
Федерации, Российского фонда фундаменталь-
ных исследований (гранты № 18-04-01363, 20-54-
00041), а также при частичной финансовой под-
держке гранта Президента Российской Федера-
ции (МК-3119.2019.4).
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Interaction of Peptides Containing CRAC Motifs with Lipids
in Membranes of Various Composition

P. E. Volynsky1, T. R. Galimzyanov2, S. A. Akimov2, *
1Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117997 Russia

2Frumkin Institute of Physical Chemistry and Electrochemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
*e-mail: akimov_sergey@mail.ru

The lateral distribution of integral and peripheral proteins, as well as lipids in the plasma membranes of mam-
malian cells is extremely heterogeneous. It is believed that various lipid-protein domains are formed in mem-
branes. Domains enriched in sphingomyelin and cholesterol are called rafts. It is assumed that the distribu-
tion of proteins into rafts is largely related to the presence in their primary sequence of a specific amino acid
region called the CRAC-motif, which is responsible for cholesterol binding. In this work, the interaction of
two peptides containing CRAC-motifs in their structure with membranes of different compositions was stud-
ied by means of molecular dynamics. It has been shown that the average number of lipid molecules in contact
with each peptide is proportional to the mole fraction of lipid in the membrane. The predominant interaction
of peptides with cholesterol was not observed. In addition, cholesterol did not form long-lived contacts with
any amino acid or amino acid sequence. We suppose that in some cases the predominant lateral distribution
of peptides and proteins containing CRAC-motifs into rafts may be due to amphipathicity of the CRAC-mo-
tif rather than due to specific strong binding of cholesterol.

Keywords: lipid membrane, ordered domains, CRAC-motif, molecular dynamics, amphipathic peptide
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