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ISTANBUL

ONsOz

Bu projede protein kompleks yapilardaki monomerik birim sayisi, sekonder yapi gibi yapisal
farkiliklarla, hicre igi ve disi gevresel farkliliklarin kompleks yapinin arayuzey 6zelliklerini
naslil etkiledigi istatistiksel analizlerle ortaya c¢ikartilmigtir. Bu proje, bir sonraki gelistiriimesi
planlanan arayuzey tahmin algoritmasinda kullanilacak kritk Oneme sahip bulgular
saglamistir. Kompleksi olugsturan monomerik birim sayisi, sekonder yapinin tirt ve hicre
ici/dis1 U¢ temel faktdrin araylzeydeki etkilesim turlerini ve derecelerini ciddi bigimde
etkilemesinin yani sira, amino asitlerin bilesim yuzdeleri, SASA degerleri, araylzey disinda
kalan bolgelerdeki bulunma sikliklarini da etkiledigi gosterilmigtir. Dolayisiyla, bu projenin
ciktilari, arayuzey tahmin algoritmalar gelistiirken kompleks sistemleri  kendi
yapisal/cevresel farkhligini temsil eden kategorilerde badimsiz ele almanin ve farkh

parametrelerle temsil etmenin 6nemini ve gerekliligini agik¢a ortaya koymustur.

TUBITAK 1002 destekli 119M188 no'lu bu proje, Kadir Has Universite biinyesi altinda, 1
Eylul 2019 — 1 Eylul 2020 tarihleri arasinda yurutiimusgtar.
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OZET

Bu projede kompleks yapilardaki amino asit turleri, dagilimlari, gorulme sikliklari, ¢gézucu
ersilir yuzey alani (SASA), araylzeyde etkilesen amino asit ciftlerinin gérilme sikliklar ve
kontakt derecelerini etkileyen yapisal ve gevresel faktorler ele alinarak, bu degisimler ayrintili
bir sekilde ortaya konmustur. Bu faktérlerden biri olan kompleks yapinin iginde bulundugu
ortam ele alindiginda, hlicre zari proteinin hicre disina tasan periferik ortamdaki araylzey
bélgesinin, hicre igi lipid ortamdaki araylzey bolgesinden her ydnden farkh oldugu
gosterilmistir. Bir diger faktor de kompleks yapiyi olusturan monomerik birim sayisidir. Alfa-
sarmal kategorisinde yer alan dimerik, trimerik ve tetramerik yapilar amino asitlerin tir ve
dagihmlari, SASA, propansite ve araylzey kontakt dereceleri, frekanslari ve skor degerlerine
gore karsilastinldiginda her yonden dikkat gekici farkliliklar ortaya c¢ikmistir. Son olarak
sekonder yapidaki degisikligin ne derece etkili bir faktdr olacagini géstermek amaciyla, beta-
silindir yapilar kendi iglerinde incelenmis ve en buyuk farkhlik ta bu kategoride ortaya
cikmigtir. Bu bulgular dogrultusunda bir sonraki daha kapsamli proje énerimizde geligtiriimesi
planlanan araylzey tahmin algoritmasi igin kritik Gneme sahip farkliliklar ortaya giktigindan,
her kategorinin kendi iginde ele alinmasi gerektigi ve faktérlerden en fazla hicre igi/disi
ortam ile sekonder yapinin dikkate alinmasi gerektigi vurgulanmistir.

Anahtar kelimeler: protein-protein arayitizey, sekonder yapi, hlcre zari ortami, lipid,

periferik, monomerik birimler
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ABSTRACT

In this project, various structural and environmental factors affecting the amino acid type,
composition, propensity, solvent-accessible surface area (SASA), contact degree and
observed frequency at the interface region in complex proteins have been investigated and
highlighted. One of the factors having a significant impact on these structural features is the
environment in which the complex protein is found. The interface regions which are found on
either peripheric or lipid sides display completely different profiles. Another factor affecting
the interaction profile in complexes is the number of monomeric units. Accordingly, all alpha-
helical membrane protein complexes were further categorized as dimer, trimer and tetramer
and each category was analyzed independently. As a result, significant differences were
observed in almost every structural feature of the complex, such as amino acid composition,
mean SASA, residue propensity for a specific region, contact degree at the interface,
observed frequency of a specific pair of residue at the interface. Finally, a third factor which
was the secondary structure was investigated using beta-barrel membrane proteins. This
category showed the most striking differences in all features studied so far. Based on these
findings, a prediction tool for interface region will be developed in the near future and the
algorithm will eventually take into account all these differences, treating each protein
category separately.

Keywords: protein-protein interface, secondary structure, membrane environment, lipid,

peripheric, monomeric units



Giris

Biyokimyasal duzeyde, proteinler islevlerini nadiren yalniz baslarina yerine getirirler.
Polipeptid zincirleri arasi etkilegimler biyolojik olaylarin temelini olugturmaktadir. Bu
etkilesimlerin altinda yatan molekller mekanizmanin anlasiimasi igin ¢gok sayida monomer ve
kompleks yapinin Ug¢ boyutlu yapisindan faydalaniimistir. Bu sayede, monomerler arasi
etkilesimin ¢ok farkli dizeylerde konformasyonel degisimleri de beraberinde getirdigi ortaya
cikartilmigtir. Bu degisimler, yan zincirlerdeki lokal konformasyonel degisimler olabilirken,
daha global dlgekte bdlgesel degisimler de olabilmektedir (Gerstein vd. (1994)). Bu projedeki
amag, araylzey olarak ta adlandirilan monomerlerin etkilesim alanina 6zgu 6zellikleri ortaya
cikartmak, bu sayede daha kapsamli bir projede gelistiriimesi planlanan kompleks yapi
tahmin programi igin kullanilabilecek son derece yararli bir veri kaynagi olusturmaktir.

Hucre zari proteinlerinin iginde bulunduklari lipid ¢evre, membran diginda iglevini surdiren
sitoplazmik proteinlerin bulunduklari sulu ortamdan oldukga farklidir. Hlicre zari proteinleri
cogunlukla lipid tabaka ile etkilesim iginde olup, su molekillerinden ¢ok fazla
etkilenmemektedirler. Lipid tabakayla temas halinde olan ylzeydeki amino asitlerin i¢
bdélgeden daha hidrofobik oldugu bilinmektedir. Bunun yani sira, kompleks membran
proteinlerin araylzey bdlgelerine bakildiginda tek tip sekonder yapi gérilmektedir, ya
tamami heliks ya da beta-silindir olmaktadir. Tim bu gevresel ve yapisal farkliliklar, amino
asit gorilme sikhdr ve dagiliminin ayni olmayacagini isaret etmektedir. Buna en carpici
ornek Cys-Cys rezidu ciftidir. Sitoplazmik proteinlerde en fazla sayida gorilen rezidu cifti
olmalarina ragmen, hicre zar proteinlerde ¢ok nadir rastlanmaktadir (Xu vd. (2007)).
Literatirde, kompleks yapilarin araytzey bodlgesinin, lipid cevre ya da sekonder yapidan
nasil etkilendigine dair herhangi bir sistematik galisma bulunmamaktadir. Bu projede
gerceklestirilen galisma bu acgigi kapatmay! hedeflemektedir. Ayni zamanda elde edilecek

veriler, bir sonraki projede gelistirilecek algoritma igin temel olusturacaktir.

1. Literatiir Ozeti

Hucre igi kimyasal sureglerin gogu protein kompleksleri tarafindan yuruttilmektedir. Bunlar
arasinda, hucre igi sinyallesme, ¢cogalma, farklilagsma, DNA onarimi ve bagisiklik sayilabilir.
Protein kompleks yapilari olusturan araylzeyler, son yillarda ila¢ gelistirme galismalarinda
en fazla hedef alinan bdlgeler arasinda yer alarak ciddiyetini korumaktadir. Bu araylzey
bélgelerin kendine 6zgl karakteristik 6zellikleri, protein-protein etkilesiminin (kisaca PPI)

derecesini ve 6zgullugunu etkilemektedir.



Transmembran proteinler proteomun %30’'unu temsil etmektedir ve sinyal gegisi, hicre igi
ve disina elektron taginmasi, iyon/molekul iletimi ve hiicrelerarasi iletisim gibi ¢ok sayida
farkli isleve sahiptirler (Jayasinghe vd. (2001)). Birgok hastaligin sebebi bu islevlerin
aksamasli sonucu olusmaktadir. Dolayisiyla, transmembran proteinlerin kompleks yapilarini
ve birbirleri arasindaki etkilesimi ortaya koymak ilag tasarim galismalarina énemli katkilar
saglayacaktir. Bunun yani sira, transmembran protein komplekslerinin, hicre i¢i ya da
disinda serbest dolasan protein komplekslerine gére ne tir farkh yapisal 6zellikler ortaya
koydugunu belirlemek, lipid gevrenin kompleks (kuaterner) yapilarin olusumundaki etkisinin
anlagiimasini mumkun kilacaktir. Literaturde, protein-protein etkilesim arayuzey bolgelerin
karakteristik 6zelliklerini ortaya koymak igin bircok deneysel ve hesaplamali ¢galisma mevcut
olsa da, hig biri lipid ¢cevrenin arayuzey bolgeye olan etkisini incelememistir. Dolayisiyla bu
projenin en 6zgln tarafi, farkl iki ortamdaki protein gruplarini (transmembran ve membran-
disi) inceleyerek lipid gevrenin yapisal 6zelliklerin olusumundaki rolini ortaya ¢ikartmak
olacaktir.

Hucre zar proteinlerinin iginde bulunduklari lipid ¢evre, membran diginda islevini sirduren
globller proteinlerin bulunduklari sulu ortamdan oldukga farklidir. Hlicre zari proteinleri
cogunlukla lipid tabaka ile etkilesim igcinde olup, su moleklllerinden g¢ok fazla
etkilenmemektedirler. Bu proteinlerin hicre zarina gomuli olan bolgesindeki amino asitlerin
buyuk ¢ogunlugunun hidrofobik oldugu bilinmektedir (Ulmschneider vd. (2005)). Bunun yani
sira, lipid tabakayla temas halinde olan yizeydeki amino asitlerin i¢ bolgeden ¢ok daha
fazla hidrofobik oldugu gosterilmistir. Protein arayuzey etkilesimlerinde hidrofobik
kuvvetlerin kritik rol oynadigi birtakim c¢alismalarda goésterilmis olsa da (Young vga., 1994;
Berchanski vd. (2004); Yan vd. (2008); Glaser vd. (2001)), hidrofilik 6zelligin daha baskin
oldugu Ben-Naima’'nin 2006 yilindaki ¢alismasinda éne surlilmas, “sicak-nokta” (“hot-spot”)
rezidulerinin kompleks olusumundaki baskin roli ortaya ¢ikartiimistir (Ben-Naima (2006);
Keskin vd. (2005)). 2011 yilinda Kysilka ve Vondrasek’a ait bir bagka ¢calismada, arayuzey
bolgedeki yan zincirlerin intramolekuler bir yapilanma gosterdigi ortaya konmustur. Ayrica,
amino asit dagihmi ve monomerler arasi kontakt haldeki amino asit ¢iftleri incelendiginde
arayuzey bolgenin diger bdlgelere gore oldukga farkli bir profil sergiledigi gosterilmistir
(Kysilka ve Vondrasek (2012)).

Transmembran proteinlerde amino asit dagihmini ortaya koyan bir ¢alismada, hidrofobik
rezidulerin (6r. Phe, lle, Leu, Val, Ala) beta-silindir sekonder yapisina sahip proteinlerde
proteinin dis ylzeyinde kalarak lipid tabaka ile etkilesim icinde bulunduklarini, ancak heliks
yapidaki proteinlerde herhangi bir bolgeyi tercih etmedikleri gézlemlenmistir (Uimschneider
ve Sansom (2001)). Bu sonug, sekonder yapinin proteinlerdeki amino asit dagilimina olan
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etkisini agikgca gostermektedir. Dolayisiyla, araylzey bdlgeler incelenirken, sekonder
yapilari farkl olan protein kompleksleri farkli kategorilerde ele alinmalidir.

Bu projeyi, literatirde var olan diger calismalardan ayiran en belirgin 6zellik, lipid ¢evrenin,
sekonder yapinin ve kompleks yapidaki monomer sayisinin, protein komplekslerinin
araylzey bdlgelerindeki amino asit (i) dagilimi, (ii) turGd ve (iii) etkilesimlerinde ne gibi
farkhhiklar yarattigini ortaya koyacak olmasidir. Bu farklar, daha sonra gelistirilecek algoritma
icin onemli belirtecler olarak kullanilacaktir. Ornegin, transmembran bir protein kompleks
yapisi tahmin edilecekse, kullanilacak parametreler, membran-digI protein kompleksleri igin
belirlenen parametrelerden cok daha farkli olmasi beklenmelidir. Bu dogrultuda, projenin
ciktilarl, daha sonra gelistirilecek algoritma igin bir alt yapi niteliginde olacaktir.

2. GEREG ve YONTEM
3.1. Membran protein kompleks yapilar ve hazirlanmasi:

Membran protein komplekslerinin ¢ boyutlu yapilari OPM (2019) veri bankasindan
alinmigtir. OPM membran proteinlerin hiicre zarindaki agisal egimini verdiginden simtlasyon
calismalari agisindan son derece yararlidir. Protein Veri Bankasi’'nda (2020) mevcut tim
membran proteinleri OPM’de de bulunmaktadir ve PDB’e yeni proteinler yuklendikge OPM
de kendini otomatik olarak gincellemektedir. Bu ¢alismada OPM’in kullaniimis olmasinin
sebebi, tim membran proteinlerin bir arada bulunuyor olmasindandir. Toplamda 2216 adet
alfa-sarmal ve 317 adet beta-silindir yapiya sahip hilicre zari proteini veri bankasindan
alinmistir. Oldukga kapsaml ve titiz bir elemeden sonra, Sekil 1’de gosterildigi Gzere, alfa-
sarmal protein kompleksinin %85'’i beta-silindir yapilarin ise %88’i elenmistir. Beta-silindir
sekonder yaplya sahip membran proteinlerin toplam sayilarinin 39 gibi dusuk bir seviyede
olmasi yeteri kadar Ornekleme olusturmadigindan guvenilir istatistiksel sonuglar elde
edilemeyecektir. Bu ylizden raporda verilen analiz sonuglari daha ¢ok alfa-sarmal membran
yapilar Gzerinde yogunlastiriimigtir.

Kompleks yapilarin istatistiksel analiz i¢in hazirik asamasi projenin en fazla zaman
gerektiren agsamasi olmustur. Zira, OPM veri bankasindaki bu yapilar gogu kez kendini tekrar
etmekte, yapisal olarak gergek anlamda bir araylzey olusumu gostermemekte ya da dogal
olmayan deneysel kristalografik kafes yapilari (6r. PDB id: 2i36, rhodopsin) temsil etmektedir.
Ancak kendini tekrar eden yapilar, Sekil 1’de de gosterildigi gibi veri bankasindaki kompleks
yapilarin sayisini en fazla diglren baslica etken olmustur.
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homodimers heterodimers homotrimers heterotrimer
l Redundancy check Redundancy check
v
5) 2 31
homodimers heterodimers homotrimers
v
5¢1=6 ]
homodimers |+ <

(b)

Sekil 1. OPM veri bankasindan elde edilen alfa-sarmal ve bata-tabaka sekonder yapidaki
membran protein komplekslerinin yapisal uygunluklarinin test edilmesi ve tekrar eden
(redundant data) yapilarin elenme islemi igin izlenen is akigi.
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Alfa-sarmal yapilardan tetramerik olanlar yakindan incelendiginde beklenmedik bir sekilde
heterodimer araytzeyler gorilmektedir (Bknz Sekil 2). Dis kisimda etkilesim igine girmis bir
ya da iki alfa-sarmal yapinin bulunmasi bu yapilari tetramerik kategorisine sokmustur. Ancak,
bir ya da iki adet sarmal yapidan olusan bir monomerin kompleks yapi olusumuna etkisi g6z
ardi edilebileceginden, bu uzantilar yapidan cikartiimig ve geriye kalan iki monomerik
birimden olusan heterodimerik kompleks yapi dikkate alinmistir. Diger bir deyisle, bu tirden
kompleks vyapilar, heterodimerik bir araylzey olusturdugundan, projede heterodimer
kategorisinde incelenmistir.

Sekil 2. OPM veribankasinda tetramerik kategorisinde olup ta heterodimerik bir araylizey
olusumu gdsteren kompleks yapilar (a) PDB id: 1qle ve (b) PDB id: 6rko.

Beta-silindir kompleks yapilarin alfa-sarmallara gére hicre zarn ortaminda ¢ok nadir
rastlandigl taramalar sonucunda ortaya ¢ikmistir. Buna gore, toplamda 317 adet yapi iceren
OPM veri bankasinda toplam sayi, eleme islemlerinden sonra 76’a dusmustir. Bunlar
arasinda 6 homodimer, 2 heterodimer, 31 homotrimer ve 37 hexamer ve daha yukari seviye
kompleks olusumlar dikkat cekmektedir. Az sayida 6rnekleme istatistiksel bir analizin
glvenilirligini sorgulatacagindan sonuglar degerlendirilirken alfa-sarmal yapilar Gzerinde
yogunlagiimigtir.

3.2. Yizey alana (SASA) gore protein kompleksinin farkli bolgelere ayrilmasi:

Protein kompleksleri A? cinsinden ifade edilen ¢éziicii-erisir yiizey alan (solvent-accessible
surface area) kisaca SASA olarak bilinen 6zelligine bagli olarak 5 farkl bélgeye ayrilmistir: i¢
bélge, dis yuzey, destek araylzey, c¢ekirdek araylzey ve kenar araylizey bolgeler (Bknz
Sekil 3). Daha sonra, her bir bolge kendi iginde “lipid” ve “periferik” olmak Uzere iki farkh
bélgeye daha ayrilmigtir. Sekil 3'te 6érnek olarak verilmis homodimerik ¢inko tasiyici protein
yapisina bakildiginda hiicre zarinin disina tasmis periferik bdlgenin proteinin yarisindan
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fazlasini olusturdugu goériimektedir. Araylzey bodlgeler incelenirken lipid ve periferik
ayriminin yapilmasi son derece onemlidir. Zira, periferik bolgedeki arayizey olusumu ve
Ozelliklerinin lipid icinde kalan arayuzeyden farkli olacagi muhtemeldir. Veri bankasindan
elde edilen birgok alfa-sarmal homodimerik yapinin benzer sekilde hicre digina tasan ve
oldukga fazla sayida rezididen olusan periferik yapilar igerdigi goértlmustar.

- PERIPHERAL

G

N

PERIPHERAL

(b)
Sekil 3. Hiicre zar alfa-sarmal homodimerik bir yapi olan ginko-tasiyici YiiP (PDB id:2qfi) igin

(a) cartoon gosterimi ve (b) ylzey alan Uzerinde i¢ (sari), disg yuzey (koyu mavi), destek
arayuzey (turuncu), gekirdek araylzey (yesil) ve kenar arayuzey (kirmizi) bolgeler.

Rezidulerin kompleks yapida ait olduklari bélgeleri belirlemek igcin SASA degeri kullaniimigtir.
Kompleks yapiyi olusturan her bir monomerik alt birim diger alt birimlerden ayrilarak her bir
rezidinun SASA degeri hesaplanmigtir. Bu deger kisaca SASAimon olarak adlandiriimigtir.
Daha sonra ayni rezidilerin kompleks yapidaki SASA degeri (SASAicomp) €elde edilmistir.
Ardindan her bir SASA degeri, o rezidl igin belirlenmis teorik SASA degerine bdlinerek
normalize edilmis ve bu deger bagil SASA (rSASA) olarak adlandiriimigtir. Teorik SASA
degeri, her X rezidusu igin, Gly-X-Gly tripeptid olusumundaki farkl konformasyonlar igin
hesaplanan en yuksek SASA degeri olarak belirlenmistir (Tien vga., 2013).

SASA;

SASA; = (—
T = \SasA,,.,

)X 100 "

Bagil SASA degerleri, hem monomer haldeyken hem de kompleks yapi iginde belirlendikten

sonra, farklari alinmistir.

ArSASA; = rSASA;mon — TSASA; comp (2)
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Levy’nin galismasinda verilmis olan sinirlara gére her rezidinun proteinin hangi bdlgesinde
oldugu belirlenmistir (Levy (2010)).

I¢ Bolge: (rSASA; comp < 25%) & (ArSASA; = 0)
Yiizey: (rSASA; comp > 25%) & (ArSASA; = 0)
AraYiizey: ArSASA; >0 (3)

Araylizey ayrica, asagida verilen kosullara goére Ug farkli bélgeye daha ayrilmistir:
ic arayizey: (ArASA; > 0) & (rASA; mon > 0.25) & (rASA; comp < 0.25)
Destek ara yiizey: (ArASA; > 0) & (rASA; mon < 0.25)
Kenar ara yiizey: (ArASA; > 0) & (rASA; comp > 0.25) 4)

Her 5 bolgenin “lipid” ve “periferik” olarak iki alt bolgeye ayrilmasi sonucu ortaya 10 farkli
bolge cikmistir. Periferik bolgedeki araytzeylerin 6zelliklerinin, membran komplekslerdeki
arayuzey olugsumlardan farkli olmasi ve sitoplazmik komplekslerdeki araylzey olugsumlarla
ortak 6zelliklere sahip olmasi beklenen bir durumdur.

3.3. Farkli bolgeler icin amino asit egilimlerinin hesaplanmasi

Olusturulan veri bankasindaki her protein kompleksi icin, bir énceki is paketinde ylzey
alandaki degisime gore belirlenmis bdlgelerdeki amino asit dadilimi ya da, diger bir deyigle
egilimi (dispozisyon), asagida verilen baginti ile hesaplanmistir:
_ N

P SN,

i=11Vi,j
)
Buradaki N;j;, i rezidisunun j bolgesindeki toplam sayisi olup, j bdlgesindeki tim rezidllere
bélinerek bir frekans degeri, pi; elde edilmistir. Ancak bu degerin, i rezidisunin herhangi
bir bélgeden bagdimsiz olacak sekilde proteinin her yerinde gérilme oranina, p;, bélinerek

normalize edilmesi gerekmektedir;

N;
p . T —
Rt 6)
Normalize edilmis amino asit dagilimi,
Py = p‘_f
pl (7)

seklinde ifade edilmistir. Bu degerin 1’den buylk olmasi, i rezidisinun, j boélgesinde
bulunma egiliminin ortalamaya goére yuksek oldugunu isaret etmektedir. Her protein yapisi
icin bu deger ayri ayri hesaplandiktan sonra, o kategoriye ait tim protein kompleksleri igin
bu degerlerin bir ortalamasi ve dagilim grafikleri elde edilmistir. Dagilim grafikleri o amino
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asidin egilim degerinin kompleks yapilar arasinda ne kadar degisken oldugu hakkinda

bilgilendirici olmaktadir.

Herhangi bir bdélgedeki amino asit egilimi (propansite), o amino asitlerin bdlgedeki toplam
sayisindan ziyade, kapladiklari ylzey alan bilgisine dayali olarak ta hesaplanmistir. Bu
sayede, her amino asidin dagilim degerleri, o bolgede kapladiklari farkl ylzey alanlariyla,
daha iyi ifade edilebilecek, diger bir deyisle, SASA degeri buytk olan bir rezidinin egilime

olan katkisi daha fazla olacaktir.

( SASA i,arayizey >

20 SASA; aravi
. . N = i=1 i,arayuzey
AraYizey Propansite; (AP;) ( SASA

i,yuzey )
20 SASA;
i=1 i,yuzey
(8)

Buradaki araylzey egilimi kisaca AP; (Arayiizey Propansite) olarak ifade edilmis olup,
SASA, arayiizey araylizey bolgedeki tim i rezidllerin SASA degeri, 2i-1?°SASA, arayiizey is€ tUm
20 adet rezidinin araylizeydeki toplam SASA degerleridir. Benzer sekilde, SASA,yizey
ylizey bolgedeki i rezidilerin SASA degeri, 2i-1?°SASA, yizey ise tim rezidilerin ylzeydeki
toplam SASA degerleri olarak ifade edilmigtir. Bu degderin 1’den buylk olmasi, o rezidinin
yuzeyde bulundugundan daha fazla araylzeyde gorulduguni isaret etmektedir. Buna
benzer ifadeler, araylzeyin kendi icinde de olusturularak, arayuzeydeki t¢ farkli bélgenin
(cekirdek, destek ve kenar) toplam arayuzeye gore ne kadar siklikta o rezidi tarafindan
tercih edildigi ortaya c¢ikartiimigtir.

( SASA i,i¢c arayizey >

20 . -
i¢ AraYiizey Propansite; = ‘=1 SASA ijs arayizey (

SASA i,arayiuzey )
1221 SASA i,arayizey

SASA i,destek arayizey )

20 SASA; ;
Destek AraYiizey Propansite; = ( i=1 SASA i gestek arayuzey (

SASA i,arayuzey )
1'231 SASA i,arayuzey

( SASA i,kenar arayizey )

20 SASA; .
Kenar AraYiizey Propansite; = ‘=1 Lkenar araylzey (

SASA i arayizey )
(21 SASA i arayizey )
Araylzey propansite degerleri ayni zamanda, 2 tabaninda logaritma degeri alindiktan sonra
bir skor degerine dénustiriilerek kullaniimistir. Ornegin, 8 no’lu esitlikte veriimis arayiizey
propansite degerinin 0 olmasi, o rezidinin araylzeyde ve ylzeyde esit miktarlarda
bulundugunu, diger bir deyisle, bir bolgeyi diger bolgeye tercih etmedigini isaret etmektedir.
Bu degerin 1 ya da daha fazla olmasi ise, o rezidiniln arayuzeyi ylzeye gore 2 ya da daha

fazla kat tercih ettigini gdéstermektedir.
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3.4. Arayiizeyde etkilesen rezidillerin kontakt derecesi ve goriilme sikliklarinin
hesaplanmasi

Arayuzey bdlgede bulunan rezidu ciftlerinin aralarindaki yakinhk (kontakt) derecesi, diger bir
deyisle iki monomer birimin hangi tur rezidu giftleri aracihdiyla bir araya gelerek bir arayiz
olusturduklari, birimler arasi etkilesimin derecesi ve turl hakkinda &nemli bilgiler
icermektedir. Diger taraftan, bu etkilesimlerin, membran ya da periferik (membran digi)
cevreden etkilenip etkilenmedikleri bilinmemektedir. Araylzey bolgedeki iki rezidunun kontakt
halde bulunabilmesi igin uzaklik kriterleri iki ana atom arasi 6 A, ana atom ve yan atom arasi
5 A, iki yan atom arasi 4 A olarak belirlenmistir ve iki rezidiiniin sahip oldugu agir atomlardan
(hidrojen atomu disinda kalan tim atomlar) herhangi birinin bu uzaklik kriterlerinden herhangi
birini saglamasi yeterlidir.

Her bir rezidu icin oncelikle, kontakt derecesi (KD;) hesaplanmigtir. Bu deger, araylzey
boélgede olup ta kontakt kuran i tlrindeki rezidilerin toplam sayisinin (K)), araylzey
bélgedeki tim j rezidulerin toplam sayisina (N;) orani seklinde belirlenmistir:

Bu dedger daha sonra, araylzeydeki ortalama kontakt derecesine bdlinerek normalize
edilmigtir. Ortalama kontakt derecesi arayuzeyde kontakt kuran toplam rezidi sayisinin
arayUzeydeki toplam rezidl sayisina orani seklinde belirlenmigtir. Normalize edilmis KD;
asagidaki esitlikle ifade edilmistir:

K;/N;

NKD; =
' 21221 Ki/zizgl Ni

(11)
Kontak derecesinin yani sira, hangi tir j ve j amino asit arasinda kontakt oldugunu belirlemek
uzere, ij ikili amino asitlerin gérulme sikliklari (kontakt frekansi) hesaplanmis ve bir skor
degerine donudsturalmuistir. Asagida verilen olan 12 no’lu esitlikte, araylzeyde kontakt
haldeki monomer A’ya ait j tipi rezidller ile monomer B’deki j tipi rezidiler arasindaki kontak
sayis! (Kia,s), monomer B’deki i reziduler ile monomer A’'daki j rezidller arasindaki kontak
sayisina (Kisja) eklenere, araylzeyde gdzlemlenen toplam kontakt sayisina bélinmustur. 12
no’lu esgitlikteki Na ve Ng sirasiyla monomer A ve B’deki toplam rezidl sayisidir. K;; kontakt
halde ise 1, degilse 0 olarak alinmigtir.

Kiajg + Kip,ja

2:IL'V=Al Zyjl Ki; (12)

Son adimda, go6zlenen (observed) kontakt frekansi KP;;, beklenen (expected) kontakt

KPi'j =

frekansina bollnerek ve 2 tabaninda logaritmasinda ifade edilerek asagida verilen esitlikteki
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gibi bir skor degerine doénusturiimistir. Bu degerin, 0’dan farkli olmasi, araylzeyde
g6zlemlenen ij rezidu ciftinin rastlantisal bir sekilde biraraya gelmedigine isaret etmektedir.
Evrimsel agidan bakildiginda, iki rezidinin kontakt kurmayi tercih etmelerinin (ya da
etmemelerinin) daha kararli araytizey olusumlarina olanak vermesi seklinde bir sebep-sonug¢
iliskisi ¢cikartilabilmektedir.

gozlenen kontakt frekanS) ( KP; ; )
g2

Sij = logz (beklenen kontakt frekans - fiaXfip+fip Xfja

(14)
Buradaki f;4 ya da fis degerleri i rezidistinin monomer A ve B’deki frekanslaridir ve belirtilen
monomerin arayutzeyindeki toplam i rezidisunun yine o monomerin arayuzeyindeki toplam
rezidi sayisina (6r. N;a/Na) bolinerek elde edilmistir. Benzer sekilde fia ve fjz degerleri j

rezidisinidn monomer A ve B’deki frekanslaridir.

4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Alfa-sarmal membran protein komplekslerde ortalama amino asit miktari

OPM veri bankasinda gekilmis ve yontem kisminda anlatilan elemelerden gegen toplam 168
adet alfa-sarmal hicre zari proteini igin ilk agsamada proteindeki toplam rezidi sayisina gére
bir dagihim grafigi elde edilmistir. Sekil 4a’da gosterildigi gibi, 150-2250 arasi rezidu
barindiran farkh boyutlardaki yapilardan olusmaktadir. Toplam 143,256 rezidi sayisi igeren
veri setinde, rezidilerin bulunduklari farkli bdlgelere goére dagihmlar Sekil 4b’deki gibidir.
Buna gore 38,040 rezidu ile en fazla rezidu igeren bolge lipid ortamdaki i¢ bolge olmustur ve
toplam rezidilerin %25’inden fazlasini olusturmaktadir. ikinci sirada, periferik ortamda yiizey
bélgedeki rezidilerin sayisi (toplam 33,054) gelmektedir. Araytizey bolgelerde ise en fazla
rezidd sayisi lipid ortamdaki ¢cekirdek araylzeye ait olup 4502 adettir.

Her bir kompleksteki 20 rezidinin miktarlari o proteindeki toplam rezidl sayisina bélinerek
yuzde olarak ifade edilmistir. Veri bankasindaki 168 protein igin ortalama bir bilesim orani
belirlenmis ve Sekil 4c’deki gibi hidorofobisite sabitlerine gére siralanmistir. Ozellikle Leu gibi
hidrofobik rezidilerin énemli bir kisminin polar rezidllere gére daha fazla sayida olduklari
goOrulmektedir. Tamamen rastgele dagihmin ifadesi olan %5'’in Gstliinde olmasi da istatistiksel

bir anlam kazandirmaktadir.
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Sekil 4. 168 alfa-sarmal homodimerik protein kompleksinde rezidulerin (a) toplam sayisina
ve (b) farkli bolgelerindeki dagilim grafikleri. (c) hidrofobisite sabitine (Eisenberg vd. (1984))
g6re ortalama rezidu bilegimi.

Sekil 4’teki ortalama rezidu bilesim yUzdeleri tim bdlgeyi kapsamaktadir. Diger taraftan, lipid
ve periferik boélgelerin sunduklari farkh kimyasal ortamlarin yani sira, ylzey ve araylzey
boélgeler birbirlerinden oldukga farklh yapidadir. Dolayisiyla, hidrofobik ve polar reziduler her
bolgede farkl bilesim yuzdeleri gosterecektir. Sekil 5’te gosterildigi gibi, her bir farkh bes
bolge icin {1.i¢, 2.yluzey, araylzey (3.¢cekirdek, 4.destek, 5.kenar)} hem lipid hem de periferik
kisimda olmak Uzere iki farkh ortamdaki ortalama bilesim yuzdeleri elde edilmistir. Buna
gore, Leu lipid ortamdaki bes bolgede en ¢ok siklikta gorilen rezidi olmustur. Periferik dig
ortamda ise, sadece yuzey ve kenar araylzey bolgelerde polar rezidilerin gerisinde
durmaktadir. Hidrofobik rezidllerin polar rezidlilere gbére en g¢ok goéruldugu bolge lipid
ortamdaki yuzey ve kenar-arayuzey bolgeler olmustur. Polar reziduler ise beklenildigi Uzere,
en fazla sayida periferik ortamdaki ylzey ve kenar araylzey boélgelerde bulunmaktadir.

Sekil 5’te gosterilen diagonal gizgiden uzaklasan noktalar proteindeki her bir bes farkh
bélgenin periferik ve lipid ortamda farkl rezidu bilesimleri gosterdigini isaret etmektedir. Bu
farkin en c¢arpici oldugu bdlgeler ylizey ve kenar-araylzey olmustur. Lipid molekullerle gevrili
bir ylzey olusumunun, polar bir ortamdaki periferik ylizey olugsumundan farkli olmasi
beklenen bir durumdur. Diger taraftan, periferik ve lipid ortamdaki bilesim ytzdelerinin
birbirine en yakin oldugu bdlge i¢ bdlge olmustur. Bu durum i¢ boélgenin dis ortamdan en az
etkilenen bolge oldugunu agik¢a gdstermektedir.
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Sekil 5. 168 alfa-sarmal homodimerik protein kompleksinde hidrofobisite sabitine (Eisenberg

vd. (1984)) gére farkl bolgelerdeki ortalama rezidii bilesimi. (a) i¢ bdlge, (b) yiizey bélge, (c)

cekirdek araylzey, (d) destek arayiizey ve (e) kenar araylzey.
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4.2. Alfa-sarmal membran protein komplekslerde ortalama SASA/rASA degeri:

Veri setindeki 168 alfa-sarmal membran protein kompleksi igin, bilesim ylUzdelerinin yani sira,
¢cOziicl-erigir ylizey alana sahip bdlgelerde her bir rezidinin kapladigi ortalama yizey
alanlan belirlenmistir. Hidrofobisite sabitine gore Sekil 6a’daki gibi gosteriien SASA
degerlerine bakilacak olursa, hidrofobik rezidilerin SASA degerleri 20-60 A? civarinda
degisirken polar rezidi SASA degerleri 60-100 A? arasinda gériilmektedir. Hidrofobik
rezidulerden Trp bu kurali bozan tek rezididur, zira polar rezidller kadar yliksek SASA
degerine sahiptir 80.8 + 60.5 A2, Ancak standard sapma degerlerinden de gérildiigu Uzere,
veri bankasindaki proteinler blyuk bir degiskenlik gdstermektedir. Sekil 6b’de gosterilen
rASA dagilim grafiginde her rezidinin 0-1.3 arahdinda farkli rASA degerlerine sahip
olduklari gérilmektedir. rASA=0.25 noktasinda belirtilen dik noktali gizgi, hidrofobik ve polar
rezidilerin birbirlerine gore olan dagilimlarindaki degismenin en c¢arpici bicimde gerceklestigi
degeri belirtmektedir. Bu dederden blyuk rASA degerine sahip rezidilerin ylzey ve kenar
araylzeyde olduklari disunuldiginde polar 6zellikte olanlarin ¢ogunlukla bu bdlgelerde
gorulmeleri rastlanti degildir. Diger taraftan hidrofobik rezidulerin buyik ¢ogunlugu rASA <
0.25 degerine sahip i¢ ve ¢ekirdek/destek araytizey bolgelerde gorilmektedir.

SASA degerlerinin rezidilerin bulunduklari bélgeye goére karsilastirmali bir analizi Sekil 7’deki
gibi verilmigtir. Ylzey ve kenar araylzey bolgelerin diger bolgelere gore en yiksek SASA
degerlerine sahip olduklari, 6zellikle periferik taraftaki ylzey bolgelerin lipid taraftakilere gore
daha yuksek SASA’ll reziduler barindirdiklari goérilmektedir. Diger taraftan, cekirdek
arayuzey ve destek araylzeydeki reziduler igin lipid ya da periferik bolgede olmalari SASA
degerleri Uzerinde belirgin bir etki yapmamistir. Polar reziduler arasinda Arg c¢ekirdek
arayuzeyde gorulen en yuksek SASA degerine sahip rezidi olmustur. Genelde, polar
reziduler araylzeyde fazla sayida olmamalarina ragmen SASA deg@eri bakimindan hidrofobik
rezidilere gore daha erigilibelir bir konformasyonda bulunmaktadirlar. Dolayisiyla,
araylzeydeki Arg rezidilerinin monomerler arasi etkilesimde ©6nemli bir rol oynamasi

kaginilmazdir.
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Sekil 6. 168 alfa-sarmal homodimerik protein kompleksinde (a) hidrofobisite sabitine
(Eisenberg vd. (1984)) gore ortalama SASA degeri. (b) rASA dagihm grafigi.
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Sekil 7. 168 alfa-sarmal homodimerik protein kompleksinde rezidulerin farkh bdlgelerdeki
ortalama SASA degerleri. (a) yuzey, (b) kenar araylzey, (c) ¢ekirdek arayuzey ve (d) destek

araylzey.

4.3. Alfa-sarmal membran protein komplekslerdeki rezidiilerin ortalama egilim
(propansite) degerleri

Rezidllerin ortalamaya gore belirli bir bdlgede daha fazla bulunmasi propansite olarak ta
adlandirilan egilim degerleriyle ifade edilmektedir (Bknz Yontem). Bu degerin 1’e esit olmasi,
ortalama bilegsim orani ile ayni oldugunu gostermektedir ve belirtilen bolge i¢in herhangi bir
egilimi bulunmamaktadir. 1’den blyulk ya da kiguk olmasi ise egilimin ortalamadan blyuk ya
da kuguk oldugunu isaret etmektedir. Sekil 8'de gdsterildigi gibi, periferik ve lipid ortamlardaki
rezid( dagihimlari birbirlerinden oldukga farklidir. Ornegin, periferik i¢ bolgelerde rezidiilerin
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egilim degerleri 1’e gok yakinken (i¢ bdlge i¢in herhangi bir tercihin s6z konusu olmadigi bir
durum), lipid i¢ bdlge icin hidrofobik reziduler ortalamadan daha fazla, Ser ve Thr harig polar
reziduler de daha az gorulmektedir.

Yuzey ve kenar araylzey bolgeler, lipid ortamdayken hidrofobik rezidiler tarafindan, periferik
ortamdayken polar reziduler tarafindan tercih edilmektedir. Dagilim grafiginin en carpici
bicimde degistigi bdlgeler ylizey ve kenar araylzeyler olmustur. Bu durum, sitoplazmik
protein komplekslerinin membran komplekslere gore ne kadar farkli bir rezidi profili
sergileyeceginin ilk isaretleridir. Hiicre zarinin Ust ve alt bdlgelerinde kalan periferik bdlge,
lipid ile dis ortam arasinda bir gecis bdlgesi oldugundan membran ve sitoplazmik protein
kompleksleri birbirinden ayirt etmek igin son derece dnemli ipuglari sunmaktadir. Onemli bir
baska bulgu da, lipid ortamdaki kenar araylzeylerdeki Trp, Leu ve Phe hidrofobik rezidulerin
gorulme sikliklarinin ortalamadan iki kat daha fazla olmasidir. Hidrofobik rezidiler gekirdek
ve destek arayulizey bdlgelerine periferik ortamdayken belirli bir egilim goéstermezken, lipid
taraftaki bu bolgeleri belirgin bir sekilde tercih etmektedirler. Diger taraftan polar rezidiler
lipid taraftaki c¢ekirdek ve destek araylzey bdlgelerde ortalamadan daha az goérilirken
periferik ortamda ayni bolgelere daha fazla egilim géstermektedirler, ancak bu egilim periferik
ortamdaki kenar araytzey bolgelerde oldugu kadar belirgin degildir.

Hazirhk asamasinda olan bir sonraki projemizde gelistirmeyi planladigimiz membran
proteinlerde kompleks yapi tahmini algoritmasi igin kullanilacak son derece énemli bir bulgu
da, tum lipid ylUzey alana gore lipid arayuzey egilim profilinden elde edilmistir. Burada egilim,
tim bolgelere gore degil, lipid bdlgedeki araylzey de dahil tim ylzey alanina gére normalize
edilmistir (Bknz Yontem, Denklem 8). Buna gore, polar rezidilerin araylzeyi tum lipid ylzey
alana gore daha fazla tercih ettikleri agikga goOrtilmektedir. Diger taraftan hidrofobik
rezidulerden sadece Tyr, Met ve Gly polar rezidilere benzer bir 6zellik gdsterirken, tam tersi
bir durum sadece Trp igin mevcuttur. Geri kalan diger hidrofobik rezidiler ise tim ylzey
bdlgede arayiizeyi ayirt edici bir sekilde tercih etmemektedir. Ancak, benzer bir analiz kenar
araylzey ile toplam ylzey alan igin yapildiginda, polar rezidulerin kenar araylzeyi daha
belirgin bir sekilde tercih ettikleri gériimustir (Bknz 9b). Ozellikle Arg, 2.01’lik bir propansite
degeriyle, kenar arayiizeyi en fazla tercih eden rezidi olmustur. Hidrofobik rezidilerden ise
sadece Leu polar rezidilere benzer bir egilim gdstermektedir, Ala, Gly, Val ise kenar
araylzey disindaki diger yuzey bolgelerde bulunmayi yeglemektedirler. Bu sonuglar,
kompleks yapisi bilinmeyen ve arayuzey tahmini yapilacak sistemlerde kullanilabilecek
onemli bir parametreler sunmaktadir. Tum yuzey alani taranan bir monomer yapida, olasi
araylzey olusturabilecek polar reziduler (6zellikle Arg) taranabilir ve sayica en fazla yogunluk
gOsteren bolgeler olasi araylzey bdlgesi olarak dne sirdlebilir.
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Sekil 8. 168 alfa-sarmal homodimerik protein kompleksinde rezidulerin farkli boélgeler igin

propansite (egilim) degerleri. (a) yuzey, (b) kenar arayuzey, (c) ¢ekirdek araylzey ve (d)
destek arayuzey.
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Sekil 9. 168 alfa-sarmal homodimerik protein kompleksinde hidrofobisite sabitine (Eisenberg

vd. (1984)) gore tim ylzeye gore (a) araylzey ve (b) kenal araylizey propansite degerleri.
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4.4. Alfa-sarmal membran protein komplekslerdeki arayiizey bolgelerde kontakt

rezidi giftlerinin belirlenmesi

Her rezidl turd igin ydontem kisminda anlatildidi gibi belirlenen kontakt derecesi Sekil 10’daki
gibi gosterilmistir. X-ekseni Uzerinde belirtilen reziduler Eisenberg hidrofobisite sabitine gére
siralanmistir, diger bir deyisle, negatif degderdeki sabitlerle ifade edilen polar rezidiler
seklinde solunda, hidrofobik reziduler ise sadinda yer almaktadir. Her iki ortam (lipid ve
periferik) icin ayri ayri hesaplanan kontakt derecelerinin birbirlerinden oldukga farkli olduklari
belirgin bir sekilde géze ¢arpmaktadir. Bir bagka ilgi ¢ekici sonug ta, lipid ortamdan periferik
ortama gegcildiginde kontakt derecesinin polar rezidller igin azalmasi, hidrofobik rezidler
icinse artmasidir. Sayet lipid ortamdaki bir araytzeyden bahsediliyorsa, araytizeyde bulunan
polar reziduler diger monomerdeki rezidulerle ortalamanin Ustiinde bir etkilesim icine
girmektedir. Hidrofobik rezidilerde ise benzer bir durum periferik araylzeylerde
gerceklesmektedir. Polar rezidller lipid arayuzeylerde hidrofobik rezidilere gore ¢ok daha az
sayida gorulmesine ragmen, monomer-monomer etkilesimlerinde hidrofobik rezidilere goére
daha fazla katki saglamaktadir. Periferik araytzeylerde polar rezidilere gore daha az sayida
olmalarina ragmen hidrofobik reziduler araylzey etkilesimlerinde daha fazla rol
oynamaktadirlar, zira polar reziduler periferik ortamda disariyla temas haldeki ylzey
bdlgelerde bulunmay tercih etmektedirler.
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Sekil 10. Rezidu tdrlerinin lipid ve periferik ortamdaki arayizey bodlgelerdeki kontakt
derecesi.
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Yan zincir yerine bir Hidrojen atomuna sahip en kuiguk rezidi olan Gly arayuzeyde
ortalamanin Ustinde bir kontakt kurma egilimi gostermektedir. Bu durum hem lipid hem de
periferik ortamlar icin gézlemlenmektedir. Araylizeyden ziyade i¢ bolgelerde bulunmay tercih
eden Gly araylzeyde oldugu zaman monomerler arasi etkilesimde o6nemli bir rol
oynamaktadir. Lipid ortamdaki araylzeylerde Gly’den sonra en yuksek kontak derecesine
sahip rezidu His’dir. His bilesim orani en dusuk olan (%2-3) rezidulerden olup 6zellikle i¢ ve
arayuzeylerde nadir gorulmektedir. Ama kontakt derecesi bakimindan ikinci sirada
bulunmasi dikkate degerdir, zira araylzeyde az ama etkili etkilesimlerde bulundugunu isaret
etmektedir. Bu bulgu, arayuzey tahmin algoritmalari icin dikkate degerdir, zira yuzey bolge
olasi arayuzey tahmini icin tarandiginda bir His rezidisune nadir de olsa rastlanmasi o
bdlgenin araytzey olma olasiliini arttiracak yonde olacaktir. Dikkate deger bir diger rezidu
ise Cys'dir. Cys %2 gibi cok az miktarlarda bulunmasina ragmen ¢ogunlukla i¢ boélgelerde
bulunma egilimindedir, zira tuz képrilerinin kurulmasinda rol oynamaktadir. Ancak Sekil
10’da go6rildugu gibi kontakt derecesi araylzey lipid ortamda oldugunda oldukga dusuk,
periferik ortamda ise yuksek bulunmustur.

Araylzeyde etkilesim icindeki jj rezidu ciftleri yontem kisminda anlatildigi gibi goézlenen
(observed) kontakt frekansi KP;; cinsinden 12 no’lu denklemde verildigi gibi hesaplanmigtir.
Buna gore araylizeydeki kontakt kuran toplam rezidu giftlerinin sayisina orantilanarak ylizde
cinsinden ifade edilmistir. Sekil 11’de hem lipid hem de periferik ortamlardaki araylzeyler igin
(a) ve (b)'deki gibi gosterilmistir. Lipid ortamda, toplam kontak sayisinin yaklasik %20’si Leu-
Leu, Leu-Phe, Leu-lle, Leu-Val ve Leu-Aladen olusmaktadir. Hidrofobik rezidiler arasi
olusan etkilesimlerin lipid ortamdaki araylzeylerde polar rezidllere gére olduk¢a baskin
oldugu gorilmektedir. Periferik araylzeylerde ise, polar ya da hidrofobik ayrimi yapmak
glglesmistir. Buna ragmen, lipid ortamda en fazla goérilen bu bes hidrofobik rezidl giftinin
periferik ortamdaki araylzeyde toplam kontak sayisinin %7-8’ini olusturdugu gorulmustur.
Periferik araylzeyde en fazla siklikta gorilen polar rezidi Arg olmustur. Arg ya bir hidrofobik
rezidi olan Leu ile ya da polar Glu ile kontakt kurmustur, ancak bunlarin sayisi toplam
kontakt sayisinin en fazla %71’ini olusturmaktadir.

Yoéntem kisminda son adimda anlatildigi gibi (observed) kontakt frekansi KP;;, beklenen
(expected) kontakt frekansina béllinerek ve 2 tabaninda logaritmasi alinip 2 ile garpilarak bir
skor degerine dénusturulmugstir. Bu degerin, 0'dan farkl olmasi, arayizeyde gozlemlenen jj
rezidU ciftinin rastlantisal bir sekilde biraraya gelmedigini, pozitif degerlerin iki rezidinin
kontakt kurmay: tercih ettiklerini, negatif degerler ise etmediklerini isaret etmektedir. Bunun
sonucunda daha kararli bir araylizey olusumuna olanak verilmis ve evrimsel agidan

bakildiginda organizma igin avantaji olmustur. Skor degeri (2xlogz) cinsinden ifade
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edildiginden bu degerin 6rnegin 2, 4, ya da 6 olmasi, ij rezidilerin rastlantisal bir olusumun
iki, dort ya da sekiz kat Ustiinde bir olasiliga sahip oldugunu ifade etmektedir. Sekil 11c ve
11d’de gosterildigi gibi lipid ve periferik arayuzeyler igin skor degerleri ayri ayn
hesaplanmistir. Buna goére lipid arayuzeylerde, polar-polar rezidu giftlerin etkilesme
olasiliklarinin rastlantisal bir durumdan 6 kat fazla oldugu goérulmastir. Bu durum polar
rezidulerin arayuzeylerde az sayida olmalarina ragmen etkilesim igin o bdlgede
bulunduklarini agikga gostermektedir. Diger taraftan ilging olan durum, hidrofobik rezidulerin
kontak frekanslari ylksek olmasina ragmen rastlantisal bir modelden farksiz
davranmalandir. Sayica ¢ok olmalari, her hidrofobik rezidisunin etkilesim iginde rol
oynayacagi anlamina gelmemektedir. Bu durum, Sekil 10’da verilen kontakt derecelerini
gOsteren profilden de anlasiimaktadir.
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Sekil 11. (a),(c) lipid ve (b),(d) periferik ortamlardaki araylzeyde gbzlenen (observed)
kontakt frekansi KP;; ve skor degerleri
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Farkh bir durum, Sekil 11d’de gosterilen periferik araylzey igin olan skor degerleri
haritasinda mevcuttur. Neredeyse tum reziduler rastlantisal modelin de altinda nadir gorulen
etkilesimler sergilemektedirler. Diger taraftan, Cys rezidusu digerlerinden oldukga farkl bir
profile sahiptir. Kendi kendisiyle olan skor degeri (5.5) maksimum deger olup, His, Val, Pro,
Tyr, Trp, Glu, gibi ¢gogunlukla hidrofobik olan rezidilerle yuksek etkilesim skor degerlerine
sahiptir. Cys’den sonra, kendi kendisiyle ylksek etkilesim icinde olan rezidu Trp'dir (skor
degeri: 4.3).

Lipid araylzey bolgede en yuksek skor degerine sahip rezidi Trp olmustur ve Trp
rezidusunun gegtigi Trp-Met, Trp-Thr, Trp-Trp, Trp-lle, Phe-Cys, Trp-Phe, lle-lle, Phe-Phe ve
Trp-Val ciftleri belirlenmistir. Trp ayni zamanda lipid ortamdaki araylzeyde pozitif skor
degerine sahip tek rezidudir. Hidrofobik rezidilerden hemen her yodnden farkh bir
konumdadir. Trp miktar olarak proteinlerde Cys ve His rezidlleri kadar nadir goérilmektedir
(%2 bilesim miktari). Diger taraftan hidrofobik rezidller arasinda kenar ve araylizey kenar
bélgelerde en ylksek bulunma egilimi (propansite) gosteren rezididur. Bu énemli bulgu lipid
arayuzey tahminlerinde kullanilacak niteliktedir zira, Trp arayuzeyde az gorulmesine ragmen
tamaminin kontakt halde olmasi (Bknz. Sekil 10; kontakt derecesi=1.01) ve ylksek etkilesim
skor degerleri bu rezidunun lipid yuzeyde bulunmasi halinde, bulundugu bdlgenin arayuzey
olma ihtimalini arttirici yonde olacakir.

4.5. Homotrimerik ve Homodimerik Alfa-sarmal membran protein komplekslerin

karsgilagtirmali analizi

Bu projede, kompleks yapiyl olusturan monomerik birim sayisi amino asit dagilimini ve
etkilesimini etkileyen faktorlerden biri olarak sunulmustur. Dolayisiyla, dimerik yapilarin yani
sira toplam 60 alfa-sarmal homotrimerik yapi kendi iginde benzer bir analize tabii tutulmus ve
dimerik yapi sonuglari ile karsilastirilarak gosterilmistir. ilk sonuglar monomerik birim
sayisinin amino asit dagilimina olan etkisini agikga gostermektedir, zira Sekil 12a’daki
ortalama rezidu bilesim ylzdesi ve Sekil 12b’deki ortalama SASA degerlerindeki farkliliklar
son derece belirgindir. Bilesim yuzdelerine bakildiginda polar rezidulerin dimerik yapilarda
trimerlere goére %10-20 daha fazla oldugu, Ala ve Trp gibi hidrofobik rezidilerin ise trimerik
komplekslerde daha fazla goérildigu tespit edilmistir. Diger taraftan ortalama SASA
degerlerinin dimerik yapilarda trimerik yapilara gére %10-30 mertebelerinde daha fazla
oldugu goérulmektedir.

SASA degerleri kompleks yapinin farkli bélgelerine goére incelendiginde dimerik yapilarda

oldugu gibi periferik ve lipid ortamlarda belirgin farkliliklar oldugu goértlmektedir (Sekil 13). Bu
farkliklar 6zellikle gekirdek ve destek araylzeylerde ylizey ve kenar arayiizey bolgelere goére
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daha carpicidir. Periferik ortamdaki ¢cekirdek ve destek araylzeylerdeki cok sayida rezidinun
ortalama SASA degerlerine bakildiginda, lipid ortamdaki benzer bolgelere kargilik gelen ayni
rezidulerin SASA degerlerinden daha yuksek olduklari belirgin bir sekilde goériimektedir
(Sekil 13c ve 13d). Ayrica bu farkliigin trimerik kompleks yapilarda dimerik yapilara goére
daha fazla oldugu belirlenmistir.
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Sekil 12. Dimerik ve trimerik alfa sarmal yapilarda rezidulerin ortalama (a) bilesim yuzdeleri
ve (b) SASA degerleri
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Sekil 13. 60 alfa-sarmal homotrimerik protein kompleksinde rezidllerin farkh bdlgelerdeki
ortalama SASA degerleri. (a) yuzey, (b) kenar araylzey, (c) ¢ekirdek arayuzey ve (d) destek

araylzey.
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Propansite egilim deg@erleri dimerik yapilarla karsilastinidiginda, 6zellikle polar rezidiler igin
belirgin farkliliklar ortaya c¢ikmaktadir. Sekil 14a’da, araylzey bdlgenin tim lipid ylzey
bdlgeye gore cogunlukla polar reziduler tarafindan daha fazla tercih edildigi, bu egilimin
dimerik yapilarda trimerik yapilara goére daha fazla oldugu goésterilmistir. Diger taraftan, kenar
arayuzey bolgeler 6zellikle polar rezidilerin diger ylzey boélgelere gére daha fazla yogunlukta
oldugu boélgeler olmustur. Diger taraftan, Phe ve Trp hari¢ diger hidrofobik reziduler igin
yuzey bolgeler kenar araylizeye gore daha fazla tercih edilmigtir.
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Sekil 14. 60 alfa-sarmal homotrimerik protein kompleksinde rezidllerin farkli boélgeler igin
propansite (egilim) deg@erleri. (a) araylizey / yuzey, (b) kenar araytizey / ylizey.

Alfa-sarmal homo dimerik ve trimerik yapilardaki 6nemli bir diger fark kontakt derecelerinde
belirlenmigtir. Sekil 15'te lipid ve periferik ortamlar igin gdsterildigi gibi, farkhlik en fazla lipid
ortamdaki araylzey bolge igin gorilmektedir. Ozellikle Arg ve Lys gibi uzun yan zincirlere
sahip polar rezidulerin kontakt dereceleri dimerik yapida dusukken, trimerik yapida belirgin
derecede artmigtir (Bknz Sekil 15a). Benzer bir artis, Glu, Ser ve Pro igin de gorilmektedir.
Onemli bir bulgu da, her iki tir kompleks yapi igin de en yiiksek kontakt derecesine sahip
rezidindn Gly, en dusuUk kontakt derecesine sahip olanin ise Cys olmasidir. Diger taraftan,
periferik ortamdaki duruma bakildiginda, farklihk derecesi dusuktir, ancak Cys trimerik
komplekslerdeki araylzey bdlgelerde neredeyse yok denecek kadar az miktarda etkilesim
icinde gorulmektedir.
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Sekil 15. Dimerik ve trimerik yapilarda, rezidllerin (a) lipid ve (b) periferik ortamda bulunan

arayUzey bdlgelerdeki kontakt dereceleri.

Onemli bir diger sonu¢ Sekil 16'da gosteriimis olan lipid ve periferik ortamlardaki
arayuzeylerde gozlemlenen (observed) kontakt frekansi KP;; ve skor degerleridir. En buyuk
farkhhk trimerik yapilarda Cys rezidisinun gézlemlenmis bir etkilesimi olmadigindan diger
rezidllerle kontakt frekansi sifirdir. Daha da 6nemlisi sifir kontakt frekansi herhangi bir skor
degerine donulsturilemediginden tanimsizdir, dolayisiyla Sekil 16¢c ve 16d’de ince beyaz
cizgilerle gosteriimektedir. Diger taraftan trimerik yapilarin dimerik yapilarla bazi benzerlikleri
goOrulmektedir, 6rnegin, KP;; degerlerini gosteren grafiklerde hidrofobik rezidiler lipid
ortamdaki araylzeylerde daha fazla sayida etkilesime girerken, polar rezidilerin kontakt
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frekanslari sifira yakindir. Periferik ortamdaki araytzeylerde His, Cys, Trp ve Met rezidileri
dimerik yapilarda oldugu gibi az sayida bulunurken farkli olarak Phe rezidisu trimerik
yapilarda az sayida etkilesim iginde gériilmektedir. ilging bir sonug ta, Cys rezidiisi igindir,
zira arayuzeylerde oldukga az sayida olmalarina ragmen, periferik ortamdaki araylzeylerde
bulundugunda kendisiyle ve Tyr rezidisuyle oldukga yuksek skor degerleriyle etkilesime
girmektedir. Benzer bir durum dimerik yapilarda da mevcuttur, ama Tyr yerini His almistir.
Dimer ve trimer yapilardaki en buyuk farklihk periferik araylzeylerdeki sckor degerlerinde
gorulmustar. Sekil 16d ve 11d karsilastirildiginda, trimerik yapilarda, Cys diginda Trp ve
bunun gibi birgok hidrofobik ve polar rezidi etkilesim iginde gortlmektedir. Diger taraftan,
Cys disindaki diger tim reziduler dimerik yapilarda rastlantisal modelin ¢ok altinda bir
siklikta etkilesmektedir.
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Sekil 16. Alfa-sarmal trimerik yapilarda (a),(c) lipid ve (b),(d) periferik ortamlardaki
arayuzeyde gozlenen (observed) kontakt frekansi KP;; ve skor degerleri
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4.6. Homotetramerik, Homotrimerik ve Homodimerik Alfa-sarmal membran protein

komplekslerin karsilagstirmali analizi

Membran protein komplekslerindeki bir diger farkli olusum homotetrametrik yapilarda
gorulmektedir. Veri setimizde bulunan toplam 99 tetramerik yapiya uygulanan benzer bir
analiz sonucunda farkliliklar, dimerik ve trimerik yapilarla karsilastiniimigtir. Sekil 17a’da
gOsterildigi gibi bilesim yuzdelerindeki farkhlik en fazla polar rezidilerde gortlmektedir. Polar
rezidller en fazla tetramer yapilarda goérulirken en az sayida trimer yapilarda gorulmektedir.
Diger taraftan hidrofobik reziduler polar rezidilere ylksek ancak monomerik olugumlar
arasinda en dusuk seviyede tetramerik yapilarda bulunmaktadir. Sekil 17b’de SASA
degerleri karsilastirildijinda tetramerik yapilarda belirgin bir distis gdzlemlenmektedir.
Ozellikle dimer ve tetramerik yapilarda arasindaki fark belirgin diizeyde yiiksektir.
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Sekil 17. Dimerik, trimerik ve tetramerik alfa sarmal yapilarda rezidullerin ortalama (a) bilesim
yuzdeleri ve (b) SASA degerleri

Periferik dis ortam ve lipid ortamdaki araylzeylerde gorllen yapisal farkliliklar tetramerik
yapilarda da goérilmektedir. Sekil 18’de gosterildigi gibi 6zellikle periferik ortamdaki gekirdek
ve destek araylizeylerde rezidulerin ortalama SASA degerlerinin lipid ortamdakine gore daha
fazla oldugu ortaya cikmistir. Benzer bir durum Sekil 19'da g0sterilen propansite
degerlerinde de bulunmaktadir. Araylizey bdlgenin ylzey boélgeye gore daha fazla tercih
edilmesini ifade eden 1’den buyuk propansite degerleri polar reziduller igin periferik ortamda
lipid ortama gore daha ylUksek seviyelerdedir. Ayni sekilde kenara arayuzeylerin yuzey
bélgelere gore polar rezidiler tarafindan tercih ediliyor olmasi da, periferik ortama girince
daha belirgin hale gelmektedir. Genel olarak polar reziduler yiuzey bdlgelerde az sayida
olsalar da bulunduklarinda bu bdlgenin bir araylzey olusumu olma ihtimali yUkselmektedir.
Dolayisiyla propansite dederleri, araylzey tahmin algoritmalarinda kullanilacak énemli bilgi
kaynaklari haline gelmektedir.
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Sekil 18. 99 alfa-sarmal homotetramerik protein kompleksinde rezidulerin farkli boélgelerdeki

ortalama SASA degerleri. (a) yuzey, (b) kenar araylzey, (c) ¢ekirdek arayuizey ve (d) destek

araylzey.
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Sekil 19. 99 alfa-sarmal homotetramerik protein kompleksinde rezidulerin farkli bélgeler igin
propansite (egilim) degerlerinin dimerik yapilardaki propansite degerleriyle karsilagtiriimasi.

(a) araylzey / yuzey, (b) kenar arayuizey / ylzey.

Kontakt dereceleri tetramerik yapilarda bakildiginda Sekil 20’deki gibi farklihklar ortaya
cikmistir. Lipid ortamdaki arayuzeylerde Gly rezidusi 1.4’lUk bir degerle kategoriler arasinda
gorulen en ylksek kontakt derecesi olmustur. Diger taraftan hidroofobik rezidilerin kontakt
dereceleri tetramerik yapilarda, dimer ve trimerlere gore az da olsa bir miktar daha disuk
seviyelerdedir. Diger taraftan polar reziduler (His, Pro ve Cys gibi 6zel statldeki reziduler
hari¢g) 1’in Ustinde degerler sergilemektedir. Periferik araytizeylerde ise Ozellikle dimer
yapilarla benzerlik tagsimaktadir ve lipid ortamdakine benzer sekilde Gly periferik ortamda

gérilen en yuksek kontakt derecesine sahiptir.
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(b)
Sekil 20. Dimerik, trimerik ve tetramerik yapilarda, reziduilerin (a) lipid ve (b) periferik

ortamda bulunan araylzey bdlgelerdeki kontakt dereceleri.

Son olarak tetramerik yapilarda lipid ve periferik ortamlardaki araylzeylerde gdzlemlenen
(observed) kontakt frekansi KP;; ve skor degerlerine bakildiginda dimerik yapidakilerle buyuk
bir benzerlik tasidigi gorilmektedir. Kontakt frekansinin lipid araytizeylerde hidrofobik
reziduler arasinda yuksek, polar rezidiler arasinda distk olmasi, periferik ortamda ise
homojen bir dagilim gostermesi goéze garpan ilk benzerliktir. Skor degerlerine bakildiginda
lipid araylzeylerde polar rezidller arasinda skor degerlerinin yiksek olmasi dimerik
yapilarda da goérulmastur. Periferik araytzeylerdeki skor degerleri tetramerik yapilarda da
dusuktur, ancak dimerik yapilardaki kadar diisiik negatif degerler degildir.
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Sekil 21. Tetramerik yapilarda (a),(c) lipid ve (b),(d) periferik ortamlardaki araylzeyde
gOzlenen (observed) kontakt frekansi KP;; ve skor degerleri

4.7. Beta-silindir ve Alfa-sarmal membran protein komplekslerin karsilagtirmali

analizi

Son olarak sekonder yapinin araylzey bodlgesine ve genel kompleks yapidaki rezidi
dagilimina olan etkisini ortaya ¢ikartmak icin veri setinde az sayida bulunan 39 beta-silindir
yap! benzer bir analize tabii tutulmustur. OPM veribankasinda bulunan toplam 317 beta-
silindir yap! elemelerden sonra 39’a dusmustur, bunlardan 31°’i homotrimer, 2’si heterodimer
ve 6’si da homodimer yapidir. Az sayida bulunmalarindan dolayr bu kategoriler bir araya

getirilerek incelenmigtir. Sekil 22'de gosterildigi gibi, alfa-sarmal trimer yapilarla
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karsilastiriimigtir, zira setin buyidk kismi trimer yapilardan olugsmaktadir. Rezidi bilesim
yuzdeleri kargilastinldiginda ilk géze ¢arpan farkhlik polar rezidulerde olmustur. Beta-silindir
yapilarda polar reziduler miktari ciddi sekilde alfa-sarmaldakilerden iki U¢ kat fazladir. Diger
taraftan hidrofobik rezidulerin alfa-sarmal yapilarda daha fazla oldugu gérilmektedir.
Ortalama SASA degerleri karsilastiriidiginda, polar rezidilerin SASA degerlerinin alfa-sarmal
yapilarda %20-30 daha fazla, hidrofobik rezidilerin ise %10 mertebelerinde dusuk oldugu
ortaya ¢gikmigtir.
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Sekil 22. Alfa-sarmal ve beta-silindir yapilarda rezidilerin ortalama (a) bilesim ylUzdeleri ve
(b) SASA degerleri
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Rezidilerin ortalama SASA degerleri bolgelere goére bakildiginda, alfa-sarmal yapilarda
Ozellikle polar rezidulerin beta-silindirlere gore daha yiksek SASA degerlerine sahip olduklar
gorulmustar (Sekil 23). Bu fark ylzey ve kenar araytizey bolgeler igin daha da belirgindir.
Destek arayizeyler karsilastirildiginda, Lys rezidisU beta-silindir yapilarda gorilen en
yuksek SASA degerine sahipken alfa-sarmal yapilarda ortalama bir SASA degerine sahiptir.
Diger taraftan c¢ekirdek araylzeyde hidrofobik rezidllerin SASA degerleri polar rezidulere
gore belirgin derecede daha dusuktir. Diger taraftan, Sekil 24’teki propansite degerleri
karsilastirildiginda, polar rezidilerin beta-silindir yapilarda alfa-sarmal yapidakilere goére bir
miktar daha fazla araylizeyde olma egilimi gosterdikleri ortaya cikmistir. Beta-silindir
yapilarda bir bagka goéze carpan 6zellik polar rezidilerin hidrofobiklere gére daha yuksek
propansite degerlerine sahip oldugudur. Neredeyse tamaminin propansite degerleri 1’den
buyuktur. Hidrofobik rezidulerde ise tam tersi bir durum goérilmektedir. Kenar arayuzey egilim
oranlarina bakildiginda daha daginik bir profil ortaya ¢cikmistir. Beta-silindir yapilarda 0-3
araliginda propansite degerlerine sahip reziduler gortilmektedir. Diger taraftan polar reziduler

alfa-sarmal yapilarda ¢ogunlukla 1’den blylk degerlere sahiptir.
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39 beta-silindir kompleks yapidaki rezidilerin farkli bolgelerdeki ortalama SASA

degerlerinin alfa-sarmal yapidakilerle karsilastirimasi. (a) yuzey, (b) kenar araylzey, (c)

cekirdek araylzey ve (d) destek arayuzey.
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Sekil 24. 39 beta-silindir kompleks yapidaki rezidilerin farkl bolgeler icin propansite (egilim)

degerlerinin alfa-sarmal yapilardaki propansite degerleriyle karsilastirimasi. (a) arayutzey /

yuzey, (b) kenar arayuzey / yluzey.
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Kontakt dereceleri alfa-sarmal ve beta-silindir yapilar arasinda kargilastinldiginda farkliliklar
en fazla lipid ortamdaki araylzeyler igin gorulmektedir. Beta-silindir yapilarda polar
rezidulerin tamami 1’den buyuUk kontakt derecesine sahip olurken, hidrofobik rezidulerin
tamaminin kontakt dereceleri 1’den kuguktir. Periferik arayizey ortamda, en buyuk farklihk

Trp rezidUsU igin gorulmustur; alfa-sarmal yapilarda 1°den blyUk bir kontakt derecesi beta-

silindir yapilarda 0.6’a kadar dismustur.
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Sekil 25. Alfa-sarmal ve beta-silindir yapilarda rezidulerin (a) lipid ve (b) periferik ortamda

bulunan araylzey bdlgelerdeki kontakt dereceleri.
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Son olarak gdézlemlenen kontakt frekanslari ve skor degerlerine bakildiginda alfa-sarmal
yapilardan oldukga farkh olduklari agikga gorulebilmektedir. Lipid ortamdaki kontakt
frekanslar hidrofobik rezidller arasinda yuksektir, ama alfa-sarmaldakiler kadar belirgin
degildir. Diger taraftan periferik ortamdaki araytizeylerde polar reziduler arasi kontakt
frekanslari alfa-sarmal yapilara belirgin diizeyde yuksektir. Skor degerlerine bakildiginda Cys
rezidisU hehangi bir rezidu ciftiyle gdézlemlenmediginden tanimsizdir ve Sekil 26¢ ve 26d’de
ince beyaz gizgilerle gosterilmistir. En belirgin farklilik ta, periferik ortamdaki araytzeyler igin
belirlenen skor degerlerindedir. Hidrofobik rezidu ciftleri arasinda belirgin diizeyde yuksek
olup pozitif degerlere sahiptir. Diger taraftan alfa-sarmal yapilarda belirgin bir gruplasma
yoktur, ve pozitif degerler homojen bir sekilde dagilim géstermektedir.
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Sekil 26. Beta-silindir yapilarda (a),(c) lipid ve (b),(d) periferik ortamlardaki arayluzeyde
gOzlenen (observed) kontakt frekansi KP;; ve skor degerleri
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5. Sonug

Bu projede kompleks proteinlerin farkli bélgelerindeki amino asit dagilimini ve monomerik
birimler arasi etkilesimi etkileyen faktorler ve sonuglari kargilastirmal bir analizle
incelenmistir. Bu faktorler sirasiyla, monomerik birim sayisi, hicre ici (lipid) ve hicre disi
(periferik) ortam ve sekonder yapidir. Bu dogrultuda OPM veri bankasindan elde edilen 2216
alfa-sarmal ve 317 beta-silindir yapi titiz bir elemeden gegirilerek, eksik reziduli olanlar ve
kompleks olusumlari biyolojik olmak yerine kristalografik olan yapilar elenmigtir. Ayrica, ¢oklu
dizi hizalamasi sonucunda sekanslari %90’nin Ustlinde benzerlik gésteren yapilar elenmigtir.
Bu sayede “artik” bilgiler veri setinden gikartilarak her biri farkli amino asit dizilerinden olusan
0zgun yapilar elde edilmistir. Eleme sonucunda, alfa-sarmal yapilardan 168 homodimer, 29
heterodimer, 60 homotrimer, 99 homotetramer ve 7 heterotetramer olmak Uzere toplam 363,
beta-silindir yapilardan ise 6 homodimer, 2 heterodimer ve 31 homotrimer olmak Uzere
toplam 39 adet kompleks yapi elde edilmistir. Beta-silindir yapilar az sayida olduklari i¢in 39
yap! bir arada ele alinmigtir. Diger taraftan alfa-sarmal yapilardan 168 homodimer, 60
homotrimer ve 99 homotetramer ayri kategorilerde analiz edilmigtir. Heterotetramer yapilar
az sayida olduklari ve heterotrimer yapi bulunmadidi igin bu calismada sadece

homokompleks versiyonlar ele alinmistir.

Toplam 168 adet alfa-sarmal homodimer yapi Uzerinde gergeklestirilen ilk analizler
sonucunda, Met ve Trp digindaki diger hidrofobik rezidilerin ciddi oranda polar rezidilere
gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Ser ve Thr bilesimi ise %5 oraninda ortalama bir
degerde kalmistir. Cys ve His ise %2 civarinda en az bilesim oranina sahip rezidiler
olmustur. Benzer bir durum trimerik ve tetramerik yapilarda da gozlemlenmigtir. Diger
taraftan en dikkat c¢ekici fark polar rezidllerin tetramerik yapilardaki yodunlugunda
gorulmastar. Rezidulerin ortalama SASA degerlerine bakildiginda Trp hari¢ diger hidrofobik
rezidilerin SASA degerleri 20-40 A? civarindayken polar rezidilerinki 50-90 A? arasi
degismektedir. Kompleks yapidaki birim sayisina gére bir kargilastirma yapilacak olursa,
tetramerik yapilardaki SASA degerleri polar rezidiiler igin 40-60 A2, hidrofobik rezidiiler icinse
20-30 A? gibi daha diisiik bir profil sergilemektedir. Diger taraftan, 39 beta-silindir yapi igin
benzer bir galisma yapildiginda polar ve hidrofobik rezidllerin bilesim oranlari arasindaki
farkin ortadan kalktigi gorilmektedir. Cys rezidusu eser miktarda gorulurken His, Pro, Met ve
Trp %1 civarinda bir oranla en dusuk bilesime sahip rezidller olmuglardir. SASA degerlerine
bakildiginda Lys hari¢ polar rezidllerin SASA degerlerinde alfa-sarmal yapilara gére ciddi bir

dusis (%25-30) gozlemlenmigtir.

Lipid ve periferik etkiyi ortaya gikartmak igin her kategori igin hem lipid hem de periferik
ortamlarda bulunan araylzeylerdeki SASA, propansite, kontakt derecesi ve skor degerlerine
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bakilarak farkhliklar gésterilmigtir. Periferik ortam, lipid ortama gére daha polar bir gevre
sundugundan, rezidulerin ortalama SASA degerlerinde bir miktar artis gértlmustur. Bu artis
Ozellikle ylzey ve kenar araylzey bdlgelerde daha belirgin olmustur. En bayuk farkhliklar
propansite degerlerinde gorilmiistir. i¢ bolge de dahil olmak (lizere tim yiizey ve araylizey
bélgelerdeki propansite degerleri lipid ve periferik ortamlarda ciddi farkliklar sergilemektedir.
Ornegin alfa-sarmal homodimerik yapilarda polar rezidiiler periferik ortamlardaki yiizey
bdlgelere lipid ortamdaki ylzey bolgelerden daha yiksek bir egilim gdstermektedir. Kontak
derecelerine bakildiginda lipid ortamda gorilen degerler periferik ortamdaki degerlerden
tamamen farkli bir profil sergilemektedir. Ornegin, hidrofobik rezidilerin gogu, dimer, trimer
ve tetramerlerin tamaminda 1’den dusuk bir kontakt derecesi sergilerken, periferik ortama
gegcildiginde bu deder birgok rezidu igin 1’in Gstine ¢ikmaktadir. Polar rezidiler lipid ortamda
daha karisik bir 6zellik sergilerken, farkli birim sayilarina sahip kompleks yapilarda belirgin
bir ayrim yapilamamaktadir.

Skor degerlerine bakildiginda lipid ve periferik ortamdaki farklhilik tim kompleks kategorileri
icin belirgin bir sekilde ortaya c¢ikmistir. Lipid ortamdaki gdzlemlenen kontakt frekansi
hidrofobik rezidu giftleri igin belirgin seviyede yuksekken, periferik ortama gegildiginde
frekans yogunlugu tim rezidl turleri arasinda esit bir dagilim gostermektedir. Diger taraftan,
lipid ortamdaki skor degerlerine bakildiginda pozitif ve yiksek olanlar polar rezidi giftleri
arasinda gorulurken, periferik ortama gegildiginde her bir kategori i¢in farkl dagilimlar ortaya
cikmaktadir. Ornegin dimerik yapilarda neredeyse rezidilerin tamamina yakini negatif skor
degerlerine sahipken Cys-Cys 5.4 gibi ylksek bir skor degeri sergilemektedir. Trimerik
yapilardaki periferik ortama bakildiginda, polar-polar ve hidrofobik-hidrofobik rezidu
ciftlerinde daha yuksek pozitif degerler goérilirken, negatif skorlarin sayisi oldukga az
sayidadir. Diger taraftan, tetramerik yapilar dimerik yapilarla benzer bir dagihm goésterirken,
beta-sarmal yapilar tamamen kendine 6zgu bir skor dagilimina sahiptir. Hidrofobik-hidrofobik
rezidu ciftleri beta-sarmal yapilarda belirgin bir sekilde ylksek pozitif skor degerlerine
sahiptir. Bu farkliliklar, her kategorinin kendi iginde analiz edilerek kendi iginde ¢aligiimasi ve
bir takim istatistiksel skor degerleri belirlenirken bu ayrimin géz énidnde bulundurulmasi
gerektigini acikga gostermektedir.
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