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ویژگی های ترمودینامیک پارتیشن (تقسیم بندی) غشاء- آب در یک لیپوپپتید آمفیفیلیک: یک اثر آبگریز آنتالپی-محور

چکیده 
برای روشن کردن نیروی محرکه برای اثر آبگریزی که لیپوپروتئین های آمفیفیلیک را بین آب و غشاء تقسیم می کند، یک تجزیه و تحلیل ترمودینامیکی اتمی مفصل را در یک بلوک هپتاپپتید H-ras اصلاح شده چربی سه برابر (ANCH) در آب و در یک چربی های دولایه دارای دو لایه لیپیدیDMPC  (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) انجام دادیم. با ترکیب رویکردهای حلال مکانیکی و زنجیره مولکولی با یک روش بهبود یافته برای محاسبه آنتروپی جسم حل شده، یک انرژی آزاد انتقال کلی [image: ] را به دست آوردیم؛ این مقدار دارای سازگاری کیفی با تغییرات انرژی آزاد به دست آمده از یک پتانسیل محاسبه نیروی متوسط ​​و مشاهدات تجربی غیر مستقیم است. تغییرات در انرژی های آزاد حلال پوشی و سازماندهی مجدد ساختاری ANCH, نامطلوب هستند، در حالی که فعل و انفعالات ANCH-DMPC- به خصوص واندروالس- به نفع جاگذاری هستند. این نتایج با یک اثر آبگریز آنتالپی-محور سازگار است، و موافق با داده های کالریمتری قبلی در مورد تقسیم بندی غشاء دیگر آمفیلی ها. علاوه بر این، تجزیه و تحلیل ساختاری و آنتروپی مولکولی گروه های تولیدشده-دینامیک نشان می دهد که انتخاب کنفورماسیونی (انطباقی) می تواند نقشی را در وارد نمودن غشاء پپتیدهای چربی-اصلاح شده و پروتئین ها ایفا کند که تاکنون به آن توجه نشده است.
مقدمه
انتقال ترکیبات غیرقطبی (آبگریز یا متنفر از-آب) به غشاهای چربی معمولاً به اثر آبگریزی نسبت داده می شود. در اصل (1), فرض می شود که نیروی محرکه برای اثر آبگریز آنتروپیک است. دلیلش این است که چون تغییر آنتروپی، [image: ] ، با انتقال مولکول های کوچک غیر قطبی مانند بنزن و هگزان از فاز خالص به آب, بزرگ و در دمای اتاق منفی است؛ آنتالپی مربوطه، [image: ] ، حدوداً صفر یا تنها اندکی منفی است. تفسیر مولکولی مرسوم این مشاهده اینست که ورود مولکول ناقطبی در آب در الگوی پیوند-هیدروژنی مولکولهای آب پیرامون اختلال ایجاد می کند. در صورت عدم وجود فعل و انفعالات آب-جسم حل شده برای جبران این اثر، فعال و انفعال قوی تر در بین مولکولهای آب در اطراف جسم حل شده موجب نظم به اصطلاح '' اندرون ها '' (1)، '' کوه های یخ '' (2)، و یا '' خوشه های آشفته '' (3) می شود. انتشار و سازماندهی مجدد این مولکول های آب منظم به محض انتقال جسم حل شده به فاز خالص, منشاء آنتروپیک اثر آبگریز (1) را توضیح می دهد. این فرآیند انتقال توسط بستگی قوی تغییر ظرفیت گرمایی ([image: ]) به وروده حرارت مشخص می شود، که می تواند توسط مصرف گرما برای ''ذوب کردن'' کوه یخ توضیح داده شود. به طور مشابه، ارتباط بین شکل گیری واسطه ها (مانند آب-غشاء) و اثر آبگریز برای اجسام حل شده بزرگ توسط جابجایی مولکول های آب به دور از سطوح جسم حل شده غیر قطبی (4) و یا خیسی زدایی  (5) توصیف شده است.
تقسیم مولکول های کاملا آبگریز به مدل و یا غشاهای زیستی سازگار با این تصویر '' کلاسیک '' از اثر آبگریز است، یعنی، اثرات حلال, موجب ورود می شوند. در واقع، انتقال یک سری از تری پپتیدهای آبگریز به غشاء چربی با آنتروپی مثبت بزرگ (مطلوب) و آنتالپی صفر (تقریبی) (6) مرتبط است. در مقابل، انتقال مولکول های آمفیفیلیک از فاز آبی به غشای لیپیدی می تواند به صورت آنتالپی یا آنتروپی محور باشد. به عنوان مثال، اگر چه آنتروپی بر انرژی آزاد انتقال غشاء دیبوکاین بی حسی موضعی باردار مثبت غالب است، همان آزمایشات کالریمتری, اثرات آبگریز آنتالپی-محور را برای  2-(p-toluidinyl)naphthalene-6-sulfonate رنگی حساس-پتانسیل یافتند. هدایت غشاء موجب القا تترافنیلبورات آنیون و آملودیپین مسدود کننده کانال (7) [image: ] می شود.
این داده ها نشان می دهند که نیروی محرکه برای اثر آبگریز مسئول تقسیم شن ترکیبات آمفیفیلیک بین آب و غشاء نمی تواند به عنوان نیروی ناشی از سازماندهی مجدد حلال عمومیت یابد. اثرات آب گریز آنتالپی-محور نیز در ارتباطات دارو-پروتئین (8) یافت شده اند. همچنین تفسیر متعارف اثر آبگریز توسط دشواری تمایز بین جسم حل شده و اثرات حلال پیچیده می شود. اولاً، انرژی جاذبه واندروالس (VDW) بین مولکولهای غیرقطبی در فاز مایع می تواند آنتالپی هیدراتاسیون (9) را بپوشاند. به عنوان مثال، در حالی که آنتالپی کلی دمای اتاق در ارتباط با انتقال یک مولکول بنزن به آب نزدیک به صفر است، انرژی فعال و انفعال vdW اندازه گیری شده توسط گرمای تبخیر, مثبت است [image: ] ، که آنتالپی هیدراتاسیون منفی (10) را نشان می دهد. دوماً، به مدت طولانی اذعان شده است که جداسازی نسبت حلال و حل شونده در آنتروپی توسط روش های تجربی (8،11) و یا با تکنیک های محاسباتی رایج (12) مشکل است. در واقع، تخصیص آنتروپی انتقال به سازماندهی مجدد آب تنها زمانی معتبر است که سازماندهی مجدد جسم حل شده ناچیز باشد، که معمولاً چنین نیست.
برای روشن کردن این مسائل، ما به صراحت نسبت های مرتبط با حل شونده و حلال در انرژی آزاد انتقال (و یا ورود) یک لیپوپپتید آمفیفیلیک در یک چربی های دولایه دارای دو لایه لیپیدی 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC) را محاسبه نمودیم. یک هپتاپپتید چربی-اصلاح شده سه برابر به نمایندگی از بلوک غشای H-ras (ANCH) به عنوان یک سیستم مدل استفاده شد. H-ras متعلق به خانواده Ras GTPases است که تنظیم کننده های بسیار مهم سیگنالینگ سلولی هستند. آنها واسطه تکثیر، رشد، و آپوپتوز سلولی هستند, زمانی که به غشاء متصل شده باشند، به خصوص کاسبرگ داخلی غشای پلاسمایی. هدف قرار دادن غشاء از طریق اصلاح (های)-چربی پس-انتقالی (13) به دست می آید. در H-ras، این شامل فارنیسیلاسیون (که در اینجا توسط گروه هگزادسیل، HD مدلسازی شده است) در سیگنال CaaX ترمینال-C (a معمولاً نشان دهنده آلیفاتیک و X نشاندهنده هر اسید آمینه است) و پس از آن پالمیتویلاسیون (Palm) دو سیستئین مجاور می شود (شکل 1). توزیع زنجیره های جانبی قطبی و باردار (SER-183 و Lys-185) نسبت به Met-182 غیر قطبی و گروه های چربی-اصلاح شده (Palm181، Palm184 و HD186), به ANCH, کاراکتر آمفیفیلیک می دهد. با این حال، انعطاف پذیری دم های چربی بلند آن و عدم وجود یک هندسه تعریف شده در محلول, ANCH را در مقایسه با اشکال اصلی آمفیفیلیک اتصال دهنده-غشاء رایج، مانند مارپیچ های- [image: ] (14)، پپتیدهای حاوی- TRP ((15) و منابع آن)، و یون های آبگریز حامل- حلقه (7) منحصر به فرد می سازد.
ANCH یک سیستم جالب به خودی خود و به عنوان یک مدل برای مطالعه نیروی محرکه اثر آبگریز برای تقسیم بندی غشاء پپتید (LIPO) است. اولاً، یک درک مفصل از ویژگی های ترمودینامیک ورود غشای آن از نظر بیولوژیک و دارویی با پیامدها برای درمان سرطان مهم است. دومً، اندازه متوسط آن, ​​ نمونه برداری گسترده از فضای پیکربندی توسط شبیه سازی های کامپیوتری را میسر می سازد. سوم، ساختار و ویژگی های دینامیکANCH  متصل شده-غشایی، و همچنین مکانیسم ورود و پتانسیل مرتبط با نیروی متوسط ​​ (PMF)، قبلاً با جزئیات (16-18) شناخته شده است. اطلاعات تجربی قابل توجه نیز دردسترس هستند (19-21). به علاوه، ساختار سنتی و آمفی فیلیسیته منحصر به فرد ANCH, یک چشم انداز تازه را برای یک مسئله قدیمی ارائه می دهد.
ما از شبیه سازی های دینامیک مولکولی (MD) برای تولید گروه های ساختاری ANCH در آب و در یک چربی های دولایه دارای دو لایه لیپیدی DMPC استفاده نمودیم. این گروه ها برای ارزیابی کمیت های ترمودینامیکی استفاده شدن. آنتروپی پیکربندی جسم حل شده توسط یک تجزیه و تحلیل شبه هارمونیک کامل اصلاح شده برای عدم هارمونی ها و ارتباطات دو به دو و آنتروپی های خارجی توسط یک رویکرد توزیع احتمال مورد ارزیابی قرار گرفت. انرژی های داخلی و حلال پوشی توسط مدل های حلال پوشی مکانیکی و زنجیره مولکولی برآورد شد. ما دریافتیم که اثر آبگریز مسئول انتقال آب به غشاء ANCH, آنتالپی محور است. علاوه بر این، یک تجزیه و تحلیل ساختاری و آنتروپی ترکیبی در ANCH نشان می دهد که انتخاب کنفورماسیونی (انطباقی) می تواند نقش مهمی در اتصال غشاء ایفا کند.

[image: ]
شکل 1 ساختار ANCH در آب (حالت 1 = s1 ، سمت چپ) و در یک چربی های دولایه دارای دو لایه لیپیدی DMPC (حالت 2 = s2، سمت راست). این مدلها نشان دهنده مراکز خوشه اول از شبیه سازی های S1 و S2 (به متن مراجعه کنید). کربن (سبز)، اکسیژن (قرمز)، نیتروژن (آبی)، و گوگرد (زرد).

روش ها
توزیع تعادل ANCH در دمای T  (310 K در این کار) بین آب و غشاء را می توان با قرار دادن انرژی آزاد، [image: ] توصیف نمود؛ (معادله 1)،
[image: ]
تغییرات در آنتالپی ([image: ]) و آنتروپی ([image: ]) ناشی از تغییرات در فعال و انفعال و سازماندهی مجدد اتم در داخل و بین  ANCHهپتاپپتید، p، غشاء، m، و آب، w (معادله 2) است.
[image: ]
هر کدام از این شرایط را می توان با نمونه برداری از پیکربندی های جسم حل شده و حلال در حالت اولیه ANCH در آب (S1) و حالت نهایی در غشاء (S2، شکل 1) محاسبه نمود. در اینجا، فرض می شود که عبارت سوم ناچیز است (جزئیات بخش شبیه سازی را ببینید) و ورود پپتید توسط یک فرایند دو مرحله ای توصیف می شود (معادله 3):
[image: ]
اولین گام,[image: ] نشاندهنده انطباق تطابقی p با شکل خود در غشا, p* است. دومین گام, [image: ] شامل ارتباط [image: ] و m است. توجه داشته باشید که تمام کمیت های ترمودینامیک را می توان در یک مرحله تک شامل حالات نهایی [image: ] محاسبه نمود. مزیت طرح دو-مرحله ای اینست که هزینه انرژی آزاد سازماندهی مجدد تطابقی پپتید,[image: ] را می توان به طور جداگانه از انرژی آزاد ارتباط محاسبه نمود, [image: ]. مجموع آنها برابر با انرژی آزاد کلی ورود [image: ] است (معادله.4).
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انرژی پتانسیل میان-ANCH و غشا-ANCH متوسط-گروهی و انرژی های آزاد حلال پوشی غیرقطبی و قطبی متناظر با استفاده از رویکرد مساحت سطح قابل دسترسی حلال Poisson Boltzmann مکانیکی مولکولی (MM-PBSA) (22,23) منطبق با یک سیستم غشایی محاسبه شدند.

[bookmark: _Hlk114732412]MM-PBSA
در طرح MM-PBSA, [image: ] و [image: ] را می توان به صورت زیر نوشت (معادلات 5 و 6):
[image: ]
انرژی پتانسیل[image: ] (که در آن [image: ] نشاندهنده [image: ] یا [image: ] است) از انرژی های کووالانس (پیوند, زاویه, دی هدرال, [image: ]) و  [image: ] غیرپیوندی و فعل و انفعال الکتروستاتیک [image: ] تشکیل شده است
[image: ]
هر یک از این عبارات از یک تفاوت متوسط گروهی انرژی های میدان نیروی CHARMM متناظر در s1 و s2 به دست آمد که بدون حذف عبارات غیرپیوندی محاسبه شدند.
روش Poisson Boltzmann (PB) در ویژگی های الکتروستاتیک کوانتوم برای حلال پوشی الکتروستاتیکی استفاده شد [image: ] (معادله8).
[image: ]
که در آن [image: ], انرژی میدان واکنش, انرژی آزاد انتقال یک مولکول از یک محیط با دی الکتریک [image: ] به یک محیط با ثابت دی الکتریک [image: ] است. ماژول PBEQ برنامه CHARMM (25) برای حل معادله PB خطی (توسط روش آرام سازی پی در پی) در یک شبکه مکعبی [image: ] استفاده شد. درون یابی سه خطی پیش فرض برای توزیع بار و تخمین Debye-Huckel برای نقاط مرزی (با شرایط مرزی متناوب XY برای غشا) استفاده شد. مرز دی الکتریکی درون [image: ] از سطح اتمی صاف شد. چربی های دولایه دارای دو لایه لیپیدی به عنوان یک اسلب دی الکتریکی با ضخامت هیدروفوبیک [image: ] در نظر گرفته شد. ثوابت دی الکتریکی برای آب [image: ] و غشا/ANCH [image: ] به ترتیب 80 و2 در نظر گرفته شدند. یک غلظت نمک رقیق [image: ] با یک شعاع Stren [image: ] و یک شعاع پروب [image: ] استفاده شدند.
حلال پوشی غیرقطبی [image: ], با استفاده از تغییر در مساحت سطح قابل دسترسی حلال (SASA) و یک ضریب تنش سطحی آب-خلا [image: ] برابر با [image: ] محاسبه شد (معادله 9, Gorfe and Jelesarov (26) و مراجع در آن را ببینید)
SASA با برنامه CHARMM و شعاع پروب [image: ] محاسبه شد که در آن غشا به عنوان یک مقوله تک در نظر گرفته شد که هندسه آن توسط لیپیدهای تشکیل دهنده تعریف می شود. توجه داشته باشید که [image: ] و [image: ] حاوی هردوی اثرات آنتروپیک و آنتالپیک ناشی از فعل و انفعالات آب-آب, آب-ANCH و غشا-آب می شوند.
رویکرد MM-PBSA به طور گسترده ای در محاسبات انرژی آزاد پیوند پروتئین (22,23), پروتئین-DNA (26) و پروتئین-مولکول کوچک و نیز آزمایشات اسکن-آلانین (26) استفاده شده است. رویکرد PB که توسط SA یا به طور جداگانه تکمیل می شود نیز برای تخمین انرژی های حلالپوشی پیوند غشایی پپتیدهای مدل  و پروتئین ها استفاده شده است (29-32). MM-PBSA به نمونه برداری گسترده از فضاهای پیکربندی نیاز دارد. بنابراین, علاوه بر تخمین های ذاتی در مدل های کوانتوم, نمونه برداری انطباقی, نقشی حیاتی را در محدود کردن دقت MM-PBSA بازی می کند. به طور مثال, اینکه آیا شبیه سازی های جداگانه برای راکتانت ها و ترکیب یا یک راکتانت تک برای ترکیب, توافق بهتری با آزمایش فراهم می کند یا خیر, هنوز نامشخص است (22,23,28,33). ما از دو شبیه سازی MD آب صریح 70 نانوثانیه با ANCH در آب و در غشا استفاده نمودیم.

جزئیات شبیه سازی
یک مدل ساختاری ANCH, ساخته شده که قبل از (17,18) در یک جعبه [image: ] حاوی 2642 مولکول آب و یک یون [image: ] حل شد. بعد از تنظیم سیستم ها از طریق چرخه های مینیمم سازی و متعادل سازی پس از پروتکل های استاندارد (به طور مثال, Gorfe و Caflisch (34) را ببینید), یک شبیه سازی تولید با برنامه NAMD (35) تحت همان شرایط شبیه سازی های قبلی (16-18) انجام شد. میدان نیروی CHARMM27 (24) با دمای ثابت (310 K), فشار نرمال و مساحت سطح قطعی استفاده شد. ویژگی های الکتروستاتیک Ewald مش ذره کامل, یک قطع [image: ] برای فعل و انفعالات vdW, یک قطع [image: ] برای به روزسازی فهرست غیرپیوندی, الگوریتم SHAKRE, و یک گام زمانی 2 fs در تمام شبیه سازی ها استفاده شدند. یک شبیه سازی پپتید در آب برای 70 نانوثانیه اجرا شد و گروه حاصل, حالت s1 را نشان داد. یک شبیه سازی 20 نانوثانیه (17) ANCH در یک چربی های دولایه دارای دو لایه لیپیدی لیپیدهای 216 DMPC به 70 نانوثانیه گسترش یافت و حالت s2 را نشان داد. در هر مورد, تثبیت ساختاری بین 5 و 10 نانوثانیه ای (16-18) به دست آمد اما فعل و انفعالات میان غشایی و ANCH- غشایی به تکامل تا زمان 35 نانوثانیه ادامه داد. بنابراین, تمام به جز اولین ساختارهای 10 نانوثانیه ای (که در هر پیکوثانیه نمونه برداری شدند) برای محاسبات آنتروپی جسم حل شده استفاده شدند, اما تنها 35 نانوثانیه (نمونه برداری شده در هر 10 پیکوثانیه برای MM و SA, و هر 100 پیکوثانیه برای PB گرانتر) برای محاسبات MM-PBSA.
توجه داشته باشید که i) ANCH در حالت s2 به طور ساختاری مشابه با یک لیپید DMPC است (شکل.1)؛ و ii) یک لیپید تک از کاسبرگ حاوی ANCH برداشته شد (17,18), در نتیجه, ورود پپتید به طور چشمگیری, ساختار تعادلی چربی های دولایه دارای دو لایه لیپیدی را مغشوش نمی کند (برای جزئیات, Gorfe et al. (17) را ببینید) که نشان می دهد که نسبت [image: ] برای Gins را می توان نادیده گرفت.

آنتروپی جسم حل شده و انرژی های آزاد اغتشاش غشایی
تخمین زده شد که آنتروپی پیکربندی (یا داخلی) جسم حل شده, [image: ] که شامل آنتروپی های ارتعاشی و انطباقی می شود, بر اساس یک تحلیل شبه هامورنیک کامل با اصلاحات برای عدم هارمونیسیته ها و وابستگی های جفت جفت (36) می شود. برآورد حد-بالایی آنتروپی شبه هارمونیک [image: ] با استفاده از آنتروپی برنامه (37) محاسبه شد. اصلاحات آن برای عدم هارمونی ها در حالات شبه هارمونی ها [image: ] و برای ارتباطات (فراخطی) و جفت جفت در میان حالات [image: ] در سطح کلاسیک ارزیابی شدند که در (36) تفصیل شده است. این عبارات, افزودنی هستند.
[image: ]
توجه داشته باشید که [image: ] و [image: ]  با در نظر گرفتن هر دو تفاوت ها بین حالات s1 و s2 و اصلاحات برای مقدار [image: ] مطلق (36), در حقیقت, [image: ] و [image: ] هستند. همین روش اخیراً برای سیستم ها با ماهیت های شیمیایی مختلف (38-42) به کار برده شده است. آنتروپی های پیکربندی دم لیپید تک همانند Baron et al. (38) محاسبه شدند.
آنتروپی خارجی (یعنی, افت درجات آزادی چرخشی و انتقالی ANCH بر اساس پیوند غشایی, [image: ]) بر اساس انتگرالگیری عددی توزیعات احتمال نرمالسازی شده, p(q), در انتقال و چرخش جسم-صلب ANCH در s2 (28,43) ارزیابی شد,
[image: ]
[image: ], غلظت استاندارد است و q, مختصلات کارتزین یا زاویه ای را نشان می دهد.
انرژی آزاد آشفتگی غشا, [image: ] به شرح زیر برآورد شد. ساختار لیپیدهای [image: ] به محض ورود ANCH آشفته شد, زمانی که [image: ] به عنوان طول چسبیدگی (17) استفاده شد. این آشفتگی توسط تغییر متوسط در پارامتر مرتبه جهتی لیپیدهای متصل شده از حجم مشخص شده است [image: ]. همراه با [image: ] یک چربی های دولایه دارای دو لایه لیپیدی DMPC خالص, [image: ], را می توان برای برآورد [image: ] بر اساس یک نسخه ساده شده از یک عبارات ناشی از [image: ] استفاده نمود.
[image: ]
که در آن [image: ] از گرمای نهفته در هر مولکول لیپید در گذار فاز [image: ] و یک عامل دمای نظری [image: ] استنتاج می شود.

نتایج و بررسی
برای مشخص کردن نیروی محرکه برای تقسیم بندی ANCH بین آب و غشا, انرژی آزاد ورود [image: ] به نسبت های آنتروپی/آنتالپی و حل شونده/حلال تجزیه شد. نتایج (جدول 1) نشان می دهند که ورود غشایی توسط آنتالپی فعل و انفعال هدایت می شود ([image: ] [image: ]) و با انرژی های آزاد حلالپوشی [image: ] و نیزتوسط آنتروپی جسم حل شده [image: ] مخالفت می شود. انرژی آزاد کلی حاصل ورود [image: ] از نظر کمیتی موافق با برآوردها از محاسبات PMF [image: ] و مشاهدات آزمایشی غیرمستقیم [image: ] [image: ] است. این مقدار نیز قابل مقایسه با هزینه انرژی آزاد استخراج یک لیپید DMPC از یک چربی های دولایه دارای دو لایه لیپیدی است که توسط یک محاسبه PMF اخیر (46) مشخص شده است.

انطباق تطابقی پپتید
بهای سازماندهی دوباره ANCH, [image: ] در انرژی آزاد است ([image: ], جدول 1). منابع اصلی [image: ] نامطلوب, انتروپی پیکربندی [image: ] [image: ] و افت فعل و انفعالات vdW است [image: ]. فعل و انفعالات الکتروستاتیک میان-ANCH [image: ], یک انرژی مطلوب میانه را ارائه نمود, در حالیکه عبارات کووالانس [image: ] قابل چشمپوشی است (شکل 2A). این نتایج می تواند به واسطه ساختار غالب ANCH منطقی شوند (شکل 1). در s1, ANCH, به طور نسبی با زخم دم های لیپید هیدروفوبیک آن حول یکدیگر, فشرده است. در s2, ANCH, یک تطابق گسترده با دم های لیپید باز شده را اتخاذ نمود (اشکال 1 و 3). این گذار فشرده-به-گسترده [image: ] را می توان توسط یک مساحت سطح قابل دسترسی حلال میانگین گروهی تعیین نمود که برای p, [image: ] و [image: ] برای p* است. بنابراین, [image: ] نامطلوب و حلالپوشی غیرقطبی [image: ] [image: ] عمدتاً ناشی از تلفات در فعل و انفعالات vdW و مواجهه آب با گروه های CH2 بودند. گروه های قطبی, در هر دوی s1 و s2, با حلال مواجه شدند که نسبت الکتروستاتیک متوسط (فعال و انفعال و حلالپوشی) را توضیح می دهد. بالاترین نسبت برای [image: ] از آنتروپی پیکربندی (شکل 2A) رخ می دهد که پیش بینی قبلی ما از انرژی آزاد سازماندهی دوباره ANCH را که در آنتروپی غالب است پشتیبانی می کند (16).
علامت مثبت [image: ],  قضاوت صحیح در مورد ارتباط آرام سازی ساختاری با یک افزایش در آنتروپی را نفی می کند. هرچند, این سازگار با این مفهوم است که چربی های دولایه دارای دو لایه لیپیدی, فضای پیکربندی دردسترس برای ANCH, از جمله توسط اجرای جهت گیری های خاص در میان اثرات دیگر کاهش می دهد (17,18,47,48). برای داشتن یک درک کیفی از این موضوع, ما دوباره [image: ] را برای هر یک از دم های لیپید Palm181, Palm184,  و  HD186 و نیز برای ستون فقرات پپتید محاسبه نمودیم. ما همچنین توزیع احتمال (p(r)) فاصله های انتها-به-انتها را محاسبه نمودیم, یعنی, آخرین فاصله بین اولین متیل و اتم های کربن متیلن در دم های لیپید و اولین و آخرین اتم های [image: ] از ستون فقرات. نتایج, در Palm184, متوسط, در Palm181 متوسط و در HD186 بزرگ است. مقادیر [image: ] متناظر (تک-زنجیره) منعکس کننده این تغییرات (به ترتیب [image: ]) است. در مورد ستون فقرات, p(r) نمایشدهنده یک توزیع چاه-دوبل مشابه تقریبی در هر دوی s1 و s2 است که دوباره توسط مقدار [image: ] منعکس می شود. همین نتایج کیفی را می توان توسط مقایسه توزیع ساختار با هم قرار داده شده یا انحرافات متناظر مربع-میانگین ریشه استنتاج نمود (RMSD, شکل 3). این داده ها نشان می دهند که ورود چربی های دولایه دارای دو لایه لیپیدی DMPC موجب کاهش فضای انطباقی دردسترس برای ANCH می شود و بنابراین, کاهش در آنتروپی حل شونده را توضیح می دهد.
جدول 1 نسبت ها برای انرژی آزاد انتقال غشا-آب ANCH [image: ]
[image: ]
برای اختصار, [image: ] در [image: ] گنجانده شده است, هرچند شامل یک مولفه آنتالپی نیز می شود. خطاهای آماری به دست آمده بعد از متوسط گیری بلوک طی بخش های 7 نانوثانیه ای تغییرات در انرژی ها به صورت انحرافات استاندارد داده شده اند (که در پرانتز نشان داده شده اند).
*خطا به صورت مجموع مقادیر انحراف استاندارد در [image: ] و [image: ] منتشر شد.
[image: ] خطای متوسط روی [image: ] از یک تحلیل خطای عددی برای [image: ] بعد از انتظار خطا روی تفاوت به دست آمد ( ماده تکمیلی, شکل S1 را ببینید).
[image: ] انحراف استاندارد به طور مستقیم از گذار [image: ] محاسبه شد.

ورود پپتید
کاهش در فضای پیکربندی و افت در فعل و انفعالات ANCH vdW, توسط تغییر انرژی فعال و انفعال غشای-ANCH [image: ] جبران می شود. فعل و انفعالات vdW در دم های لیپید ANCH و زنجیره جانبی MET-182 با لیپیهای DMPC, سه چهارم انرژی پتانسیل را فراهم نمود؛ بقیه از فعل و انفعالات کولمب تامین می شود (شکل 2B). حلالپوشی الکتروستاتیک ([image: ], که در حدود دو برابر دامنه [image: ] است) با پیوند مخالفت می کند. مقدار [image: ] به طور نسبی کوچک, اما مطلوب است. همراه با نسبت های کوچک از انتروپی خارجی, انرژی آزاد ارتباط کلی [image: ], [image: ] است.
نقش [image: ] را می توان از این حقیقت درک نمود که i) به اندازه 5-7 کنتاکت vdW اولیه منجر به یک ورود سریع و خودبخودی پپتید کلی می شود (16,18,47) و ii) پیشرفت ورود غشا با یک افزایش پایدار اتصالات vdW همراه می شود (16,17). [image: ] مطلوب, منعکس کننده فعل و انفعالات پیوند-هیدروژن شامل گروه های آمید و زنجیره های جانبی  Ser183/Lys-185 با اتم های اکسیژن فسفات/گلیکول DMPC (16-18) است. اثرات مخالف [image: ] و [image: ] سازگار با انتقال گروه های قطبی از آب به ناحیه واسطه ای است که از نظر فعالیت, نسبت به انتقال گروه های غیرقطبی به هسته DMPC, هزینه بر است. افت آنتروپی چرخشی/انتقالی نیز به اندازه [image: ] با این پیوند مخالفت می کند؛ [image: ] از آن, از محدودیت ها در درجات آزادی چرخشی است. دامنه آنتروپی انتقالی کوچک است, زیرا تنها درجه آزادی ابعاد-z (در طول عمود بر غشا) محدود می شود. در حقیقت, سیار بودن جانبی ANCH در آب و در غشا مشابه است. به طور مثال, ضریب دوبعدی خود-انتشار ANCH, [image: ] در s1 و [image: ] در s2 است. انرژی آزاد برآورد شده آشفتگی غشایی, ناشی از اختلال لیپیدهای DMPC که نزدیک به ANCH یا لیپیدهای متصل شده (17) هستند, نیز بسیار کوچک است [image: ]. یک مقدار مشابه قبل از (44) برآورد شده است.

[image: ]
شکل 3. نمودارهای توزیع احتمال (p(r)) در s1 (خط نقطه دار) و s2 (خط توپر) از فواصل انتها-به-انتها بین اولین و آخرین اتم های کربن دم های لیپید ANCH (Palm181 (سمت چپ بالا), Palm184 (بالا سمت راست), HD186 (پایین سمت چپ)) و بین اتم های [image: ] باقیمانده های 180 و 186 (ستون فقرات, پایین سمت راست). ساختارهای متناظر به صورت نقاط نشان داده شده اند (آغاز: [image: ]) که نشاندهنده تصاویر فوری 1-پیکوثانیه ای جداسازی شده جمع شده روی فریم اول است. متوسط RMDSهای مورد نظر در بالای هر مدل ساختاری به تصویر کشیده شده اند. توجه داشته باشید که [image: ] نشاندهنده تفاوت انرژی آزاد (ناشی از آنتروپی پیکربندی) بین حالات s1 و s2 است.

ویژگی های دینامیک ستون فقرات, انتخاب تطابقی را پیشنهاد می دهد
محاسبات کنونی, یک مکانیزم اتصال القایی را فرض نمودند, یعنی انطباق تطابقی ANCH بعد از اتصال غشایی رخ می دهد. در یک کار قبلی (16), ما پیش بینی نمودیم که ورود غشا با انرژی آزاد غالب-آنتروپی سازماندهی دوباره پپتید مورد مخالفت قرار می گیرد. بر اساس توافق بین محاسبات PMF و برآوردهای آزمایشی, پیش بینی نمودیم که [image: ] کوچک خواهد بود (16). هرچند آنها, حالت نهایی s2 را به طور مشترک داشتند. حالت اولیه در کار قبلی, جایی بین s1 و s2 بود که مانع مقایسه مستقیم با داده های کنونی می شود. هرچند, مقدار بزرگ [image: ] محاسبه شده در اینجا به یک توضیح نیاز دارد. توزیع RMSD جفت جفت و تحلیل خوشه ای (به استثنای 10 نانوثانیه اول), دیدگاه های جالبی را در مورد این موضوع فراهم می کند (شکل.4).
ساختار ستون فقراتی ANCH در s2 توسط یک توزیع گاوسی باریک و تیز از RMSD جفت جفت و یک جداسازی متوسط بین اعضای گروه با [image: ] مشخص می شود. گروه متناظر در s1 توسط یک توزیع غیرگاوسی مشخص می شود. خوشه بندی این ساختارها منجر به یک خوشه اصلی در s2 (94%) و دو تا در s1 (76% و 21%) شد. به طور قابل توجهی, پرجمعیت ترین خوشه در رتبه دوم در s1 نشاندهنده یک تطابق گسترش یافته است که دقیقاً از پرجمعیت ترین خوشه در s2 تقلید می کند. یک خروجی جالب از این نتیجه, این امکان است که ورود غشایی شامل انتخاب تطابقی می شود. این به نوبه خود نشان می دهد که انعطاف پذیری ذاتی ANCH در آب موجب تولید منطبق کننده هایی می شود که با افت انرژی کمتر, به غشا تقسیم بندی می شوند. انتخاب تطابقی, یک زمینه رایج در ارتباطات پروتئین-پروتئین, پروتئین-لیگاند و پروتئین-اسید نوکلئیک است (49-51), اما فرض می شود که غشاها اغلب به طور غیرگزینشی به پروتئین ها/پپتیدها شکل می دهند. داده های ما نشان می دهند که انتخاب تطابقی می توانند حداقل نقشی جزئی را در انتقال ANCH به غشا بازی کنند. در چنین موردی, مقدار [image: ] برآورد شده در اینجا باید یک حد بالاتر از جریمه انرژی را در ارتباط با گذار [image: ] نشان دهد که سازگار با محاسبات PMF قبلی ماست (16).

[image: ]
شکل 4 ویژگی های ساختار ستون فقرات ANCH. (نمودار اصلی) توزیعات نرمال شده RMSD دو به دو (قاب به قاب) بین ساختارهای نمونه برداری شده در هر 10 پیکوثانیه. (آغاز) ساختارهای مرکز- خوشه دو خوشه اول به دست آمده توسط خوشه بندی بر اساس RMSD-با قطع [image: ] 2، که تقریباً نقطه واگرایی یک توزیع نرمال است (که توسط WORDOM  (62) محاسبه شده است). توجه داشته باشید که اگر چه 10 نانوثانیه اول داده ها از مطالعه حذف شدند، چند ساختار در اطراف [image: ] به دور از تطابقات غالب خوشه بندی می شوند. کد رنگ: کربن به رنگ سبز، اکسیژن به رنگ قرمز، نیتروژن به رنگ آبی.

دینامیک دم های لیپید, از انتخاب تطابقی پشتیبانی می کند
سازماندهی دوباره تطابقی دم های لیپید ANCH, حیاتی است, زیرا به محض انتقال از آب, آنها باید راست و مستقیم شوند و با شکل لیپیدهای میزبان تطابق یابند. این مورد از توزیعات فواصل انتها-به-انتها مشهود است (شکل3.) هر یک از دم های لیپید زمانی کشیده می شود که وارد چربی های دولایه دارای دو لایه لیپیدی شود. گروه هگزادسیل (HD186), تحت بزرگترین تغییر قرار گرفت, با طول زنجیره متوسط [image: ] [image: ] در s2 در مقایسه با [image: ] در s1. این کار اجازه داد تا HD186 به عمق بیشتر وارد شود و تعداد بالاتری از اتصالات vdW را با لیپیدهای DMPC داشته باشد (16,17). تغییرات طول زنجیره به طور نسبی برای Palm181 و Palm184 کوچک هستند اما هنوز چشمگیر می باشند.
مشاهدات آزمایشی غیرمستقیم نشان می دهند که حذف هر لیپید ANCH, ویژگی های جنبشی اتصال غشا را مدوله (زیر و بم) می کند (45,52,53). آزمایشات میکروسکوپلی کلی نشان داد که حوزه سیستولیک H-ras, بسیار کمتر از N-ras اصلاح شده-لیپید یا متغیرهای H-ras با Palm181 و Palm184 حذف شده می باشد (21). علاوه بر این, محاسبات PMF نشان داد که به محض اتصال غشا, حذف دم های لیپید منجر به افزایش سریع در PMF, می شود و اینکه بزرگترین نسبت برای انرژی آزاد ورودی از HD186 می آید که پس از آن Palm181 و Palm184 قرار دارند (A. A. Gorfe and J. A. McCammon, منتشر نشده). همانطور که در بالا بحث شد, گسترش HD186 به تنهایی, [image: ] [image: ] را در آنتروپی پیکربندی به همراه دارد (اگر به عنوان یک مقوله جداگانه در نظر گرفته شود). پیشنهاد ما اینست که به جای پرداخت جریمه انتروپی, ساختارها با لیپیدهای گسترش یافته قبلی (تقاطعات در p(r) در s1 و s2 را ببینید) به طور گزینشی و خودبخودی توسط مکانیزم انتخاب تطابقی وارد شوند.

ملاحظات فیزیکی-شیمیایی و آزمایشات اولیه
برخی از اصولی که برای اجسام حل شده هیدروفوبیک خالص برقرار است و در مقدمه نشان داده شده است, برای مولکول های حاوی برخی از واحدهای هیدروفیلیک کاربرد دارد (4). هرچند, جاسازی هیدروفیلیک و هیدروفوبیک, پیکربندی های مولکولی را محدود می کند که منجر به اثرات آنتروپیک اضافی می شود (4). بنابراین انرژی آزاد انتقال مولکول های آمفی فیلیک به یک غشا با یک قسمت داخلی روغنی دارای دو نسبت اصلی است. اولی, نسبت انرژی آزاد سر هیدروفیلیک است که به نفع واسطه آب- چربي هاي دو لايه داراي دو لايه ليپيدي است. نسبت خالص این اثر برای انرژی آزاد کلی می تواند وابسته به پلاریته (یا محتوای بار) و شکل گروه های سر تغییر یابد. دومی, نسبت انرژی آزاد ناشی از انتقال بخش هیدروفوبیک به قسمت داخلی روغنی غشا است. نسبت خالص این انرژی آزاد همیشه مطلوب است و توسط اندازه نسبت هیدروفوبیک ماده حل شونده مدول می شود که برای پروتئین های لیپدیته, با طول (مثلاً فارنسیل به ازای گرانیل گرانیل) و اشباع (مثلاً فارنسیل به ازای پالمیتویل) در اصلاح (های) چربی تغییر می کند. برخلاف این تفاوت ها, انرژی های آزاد ناشی از گروه های-سر و دم های هیدروفوبیک دارای مولفه های آنتالپی و آنتروپی هستند. داده های ارائه شده در این کار, یک نقش غالب را به آنتالپی منسوب می کنند. میزان عمومیت این نتیجه چقدر است؟
دو مورد کرانی را در نظر بگیرید: یک سر هیدروفیلیک بسیار باردار حاوی یک دم لیپید هیدروفوبیک کوچک و یک سر هیدروفیلیک باردار تک حاوی یک دم هیدروفوبیک بزرگ. ANCH غشای K-Ras, که حاوی هشت باقیمانده Lys می شود اما تنها یک گروه فارنسیل تک, نشاندهنده اولی است. H-ras ANCH این مطالعه نشاندهنده دومی است. چون فعل و انفعالات غالب H-ras ANCH بین باقیمانده های Lys و گروه های سر لیپید (باردار) هستند, انرژی الکتروستاتیک, فرآیند انتقال غشا-آب را دیکته می کند. نسبت های فعل و انفعالات vdW و سازماندهی دوباره حلال ناشی از دم لیپید تک می تواند چشمگیر باشد, اما غالب نیستند. بنابراین, فعل و انفعالات آنتالپی جذاب, نه اثرات سازماندهی دوباره یا آنتروپیک حلال, گنجاندن غشای K-Ras را هدایت می کند.
بنابراین تفاوت بین K-ras و H-ras اینست که آیا منبع آنتالپی, الکتروستاتیک است یا vdW. از نظر قطبیت, بیشتر اصلاحات لیپید بین این دو مورد قرار می گیرد. بنابراین, به استثنای ممکن لیپیداسیون های حامل حلقه کمیاب (مانند گلیسرولاسیون), ورود غشای به بیشتر لیپوپروتئین ها می تواند آنتالپی محور باشد. این نتیجه مطابق با آنتالپی های اگزوترمیک اندازه گیری شده برای جفت های غشا/لیپوپروتئین زیر است: گلوکاگون/ DMPC (54), غشاهای ترانس کاربامیلاز هدایت کننده پپتید/فسفولیپید (55), A-II/DMPC (56) آپولیپوپروتئین و A-I/1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphatidyl- Glycerol (DMPG) آپولیپوپروتئین. دیگر انتقال های غشای آنتالپی-محور آمفی فیل ها شامل 2-(p-toluidinyl)naphthalene-6-sulfonate رنگی حساس به-پتانسیل, هدایت غشایی القاکننده تتراآفنیلبورات آنینون و آملودیپین بلاکر (مسدودکننده) کانال [image: ] (7) می شود.
به طور خلاصه, نتایج در جدول 1 و شکل.2 (به مقادیر انحراف استاندارد توجه داشته باشید) باید به عنوان اولین تلاش به سوی محاسبه انرژی آزاد ورود غشای یک لیپوپپتید در نظر گرفته شوند که در آن تمام نسبت های مرتبط به طور صریح محاسبه شده اند. محاسبات انرژی آزاد به طور آشکارا مشکل هستند (58-61), حتی برای سیستم های نسبتاً کوچک. بنابراین, یک تصویر ترمودینامیک مفصل و سالم از نظر کیفی, نه یک تصویر کمیتی, پیش بینی شد. نوسانات بزرگ و کاهش ها بین تعداد بسیار بزرگ به طور کلی, دقت کمیتی نتایج را محدود می کند. برخی از بهبودها روی داده های کنونی توسط کاربرد اصل انتخاب تطابقی و/یا استفاده از یک لایه دوبل در محاسبات PB (برای ناحیه هسته و واسطه چربي هاي دو لايه داراي دو لايه ليپيدي) ممکن می شود.
برخلاف این محدودیت ها, انرژی آزاد کلی محاسبه شده ورود به طور معقولی نزدیک به انرژی به دست آمده از یک محاسبه PMF و از مشاهدات آزمایشی غیرمستقیم است. بنابراین به ما اجازه داد تا ویژگی های ترمودینامیک تقسیم بندی غشایی لیپوپروتئین ها را با تجزیه انرژی آزاد انتقال به نسبت های حلال/حل شونده و آنتالپی/آنتروپی مشخص نماییم. چنین تجزیه انرژی آزاد نشان داد که اثر هیدروفوبیک مسئول انتقال غشای ANCH, آنتالپی-محور است. تغییرات در انرژی های آزاد سازماندهی دوباره حلالپوشی و پپتید به نفع اتصال غشا نیست. منبع اصلی آنتالپی مطلوب, فعل و انفعال vdW غشا-ANCH است. بنابراین, نتایج ما, دیدگاه های ساختاری و دینامیک اتمیسیته برای مشاهدات کالری متریک قبلی در مورد نقش آنتالپی در تقسیم بندی غشای آمفی فیل ها را فراهم می کند (پاراگراف قبلی را ببینید).
علاوه بر این, یک تحلیل تطابقی و آنتروپی مفصل نشان داد که رفتار دینامیک ANCH در آب, تشکیل تطابقات گسترش یافته را میسر می سازد که بدون جریمه انرژی چشمگیر وارد غشا می شوند. یک نتیجه قابل توجه این مشاهده اینست که انتخاب تطابقی می تواند نقشی مهم در اتصال غشایی لیپوپروتئین ها ایفا کند, همانطور که در ارتباط بیومولکول های دیگر این کار را می کند.
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