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Ekstrem Termofil Bakterilerin Protein Yapilari ve
Termostabilizasyon Mekanizmalar’
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Giris

Stabilite, ekstrem kosullar altinda belirlenmis, fonksiyonel bir durumun muhafazasi
olarak tanimlanmaktadir (1, 2). Termostabilite ise, butin proteinlerde bulunan
kanonikal guclerin modifikasyonuyla, érnegin elektrostatik (hidrojen baglari ve iyon
ciftleri) ve hidrofobik etkilesimler ve bazi aminoasitlerin degisimiyle elde edilen birgok
kiguk yapisal modifikasyonlar ile kazanilan o6zellikler olarak tanimlanmaktadir.
Protein termostabilitesi 0zel bir aminoasidin varligina veya sentez sonrasi
modifikasyonuna baglanamayan bir 6zelliktir (3).

Protein termostabilitesi, hem bilimsel hem de endustriyel alanlarda buyluk 6neme
sahip olmasina, teorik ve deneysel arastirmalarin temelini olusturmasina karsin,
heniz kismen anlasilabilmis durumdadir.Termal stabilitenin fizikokimyasal
prensiplerinin  anlasiimasinin, protein  katlanmasi ve protein  etkilesim
mekanizmalarini kavraniimasina yardimci olacagi dusunulmektedir (4).

Ekstrem termofiller veya ekstremofiller, &zellikle volkanik kayaclarda, kutup
bdlgelerindeki dusuk sicakliklarda, derin denizlerdeki yuksek basingta, ¢ok dusik ve
yuksek pH degerlerinde (pH 0-12) veya cok ylksek tuz konsantrasyonlarinda
(%5-30) yasama olmus mikroorganizmalardir (5, 6). Bu 6zel mikroorganizmalar, farkh
alanlardan bilim adamlarinin ilgisini uyandirmaktadir ve bu ilgi son yillarda giderek
artmaktadir (7). Ozellikle de protein kimyacilar, protein termositabilitesini
calismalarinda kullanilan termostabil proteinlerin 6nemli bir kaynagi olan bu
mikroorganizmalarla, ¢ok fazla ilgilenmektedirler (8).

Son zamanlarda ekstremofillerin, protein stabilizasyon mekanizmalari Uzerine yapilan
calismalarin arttigi gdézlenmektedir (9). Termal denaturasyona karsi, ekstrem termofil
organizmalarin proteinlerinin ¢aligiimasi, protein stabilizasyonu igin yeni stratejilerin
gelistiriimesine yardimci olmaktadir (10).

' Bu calisma, Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Gida Miihendisligi Anabilim Dali
'nda Prof. Dr. Sedat Dénmez 'in danismanhgi altinda Ars. Grv. Safiye Karaagag tarafindan
hazirlanan ayni adli doktora semineridir.

2 Ars. Grv. Safiye Karaagag, ® Prof. Dr. Sedat Dénmez Ankara Universitesi Miihendislik
Fakiltesi Gida Mihendisligi Bolimu, Ankara. Yazismalardan sorumlu yazarin E-Posta
adresi: skagac@eng.ankara.edu.tr

19


mailto:skagac@eng.ankara.edu.tr

Gergekte protein stabilizasyon mekanizmalari hakkinda bilgilerin blytk ¢cogunlugu,
model enzim c¢alismalarindan elde edilmektedir. Birgok protein stabilizasyon
mekanizmasi (6rnegdin; hidrofobik etkilesimler, paketlenme yodunlugu, tuz képruleri,
hidrojen baglari, agilma entropisinin azaltiimasi, o- heliks stabilizasyonu, ilmik
stabilizasyonu ve kovalent yikima direng) model enzimler kullanilarak yapilan stabilite
calismalarindan elde edilmigtir (11). Ekstremofillerden elde edilen enzimler yani
ekstremozimler (5, 6, 12-15), Uzerine yapilan ¢alismalar giderek artmaktadir, ¢unku
ekstremozimler protein termostabilitesi ¢galigmalarinda (11), deterjan Uretimi, gida ve
nisasta islenmesi, yuksek fruktozlu misir surubu uretimi ve PCR uygulamalari gibi,
cesitli endustriyel uygulamalar igin yararl olabilmektedirler (16).

Son zamanlarda ekstremofilik adaptasyon Uzerine yapilan ¢alismalardaki ilerleme 4
sebepten kaynaklanmaktadir: kesfedilen ekstrem termofil sayisindaki artig, yeni
genetik metotlar, tam genom dizilerinin eldesi ve 3 boyutlu protein yapilari ve
bunlarin termal stabiliteleri Gzerine yapilan ¢calismalardaki artistir (17).

Biyomolekullerin ekstrem sartlara adaptasyonundaki asil mekanizma, stabilite ve
elastikiyet arasinda bir anlasma sonucunda, fonksiyonel durumlarin korunmasidir
(18-20).

Protein termostabilitesi g¢aligmalarinda mutasyon deneyleri, yapisal analizle
tanimlanan etkilesimlerin dnemini deneysel olarak test etmek igin kullaniimaktadir

3).

GUnumuzde mevcut termofil protein vyapilarinin analizi, termal stabilite
mekanizmalariyla ilgili ileri sralen fikirlerin cogunu desteklemektedirler, buna karsin
proteinlerin termal stabiliteleriyle ilgili cevaplanamayan sorular bulunmaktadir (21).
Ayrica bilinen protein termostabilitesinin en Ust sinirina ulagan termostabil enzimlerin
kullandiklari mekanizmalarda hala tam anlamiyla anlasilabilmis degildir (11).
Sonugta, hipertermofil proteinlerinin karsilastirmali analizi, protein stabilizasyonu igin
bazi ¢bzumler sunmakta, ancak genel bir kural belitmemektedir ve bu konuda
cevaplanmamis bir ¢ok soru bulunmaktadir (3).

Ekstrem Cevreler ve Genel Ozellikleri

Dunya Uzerindeki yasam c¢ok buylUk bir adaptasyon kapasitesine sahiptir: volkanik
hareketlerin merkezi hari¢, dinyanin dis yuzeyi (derin denizlerin dipsiz gibi gorinen
bdlgelerinden, Himalaya ’larin da dahil oldugu vyuksekliklere kadar) “biyosferi”
olusturmaktadir (1, 2).

Kantitatif acidan bakildiginda, gunumuzde biyolojik c¢evreye etkili fiziksel
degiskenlerin bilinen sinirlari; -40 °C<T< +115 °C (sirasiyla stratosferde ve
hidrotermal deliklerde), p<120MPa (derin denizlerdeki hidrostatik basing¢ icin), aw =
0.6 (tuz gollerindeki su aktivitesi i¢in), 1<pH<11 (asidik veya alkali biyotoplar igin)
olarak belirlenmistir (1, 19).

Evrim surecinde, organizmalar hem zor kosullardan “kagma” veya “tolere etme”

hemde hucre stabilitesini artirarak, ekstrem kosullarda yasamayi basarabilmislerdir
(1, 2).
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Mikroorganizmalarin, sicaklik ve basing ekstremlerine dayanmak igin, mutatif
adaptasyondan bagka alternatifleri yoktur. Bu adaptasyon sonucunda, organizmalar
tim yasamlari boyunca ekstrem kosullara gereksinim duymaktadirlar. Sinirlarina
bagli olarak, disuk ve yuksek sicaklik, yiksek hidrostatik basing ve yuksek tuzluluk
gerektiren mikroorganizmalar, termofiller, psikrofiller, barofiller ve halofiller olarak
isimlendiriimektedirler. Yapilan uzun sureli evrim deneyleri, ekstremofillerin farkli
tiplerinin biyoteknolojik olarak ortaya konulan ekstrem kosullar altinda fonksiyonel
durumlarini korumak igin, proteinlerini nasil modifiye ettiklerini 5grenmemize yardimci
olmaktadir. Stabilizasyon serbest enerjisine hem entalpik hem de entropik katkilar,
ekstrem c¢evre kosullari tarafindan etkilenmektedir. Ekstrem sicaklik, basing, pH ve
su aktivitesinin, molekul i¢i etkilesimlerin farkli tiplerine etkilerinin kantitatif analizi,
gunumuz kosullarinda muamkun degildir (2).

Cevresel parametrelerin genis bir araliginda protein stabilitesini arastirmak,
proteinlerin yapi- fonksiyon iligkisi ile ilgili ortaya ¢ikan sorulari cevaplamada yardimci
olacaktir (22).

Ekstrem Termofil Bakteriler ve Genel Ozellikleri

Dunya Uzerindeki yasam, biyosferde gdzlenen sicaklik, basing, pH ve su aktivitesinin
genis araliklarinda gelisebilen organizmalari igermektedir (22). 2100 °C sicaklik ve
>100bar basinca ulasan alanlarda, kayaliklarin pargalanmasiyla olusan bdlgeler ve
dinyanin i¢c kisimlarindaki derinlikler gibi beklenmedik yerlerde yasayan
organizmalar oldugu bilinmektedir (23).

Ekstrem termofiller veya ekstremofiller, 6zellikle volkanik basingta, cok dusik ve
yuksek pH degerlerinde (pH 0-12) veya kayaglarda, kutup bolgelerindeki dusuk
sicakliklarda, derin denizlerdeki ¢ok yuksek tuz konsantrasyonlarinda (% 5-30)
yasama adapte olmus mikroorganizmalardir (5, 6).

Ekstremofiller olarak isimlendirilen mikroorganizmalar, yasadiklari ¢evrenin
Ozelliklerine goére termofiller, asidofiller, alkalifiller, halofiller ve psikrofiller olarak bes
sinifa ayriimaktadirlar (24).

Ekstremofillerin Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan grubunun termofiller oldugu,
termofillerin 45 °C’ den daha ylksek sicakliklarda kolaylikla gelisebildikleri, 50-60
°C’ nin Uzerindeki sicakliklar tolere edebilen ¢ok hicreli hayvan, bitki ve mikrobiyel
Okaryotlara heniiz rastlanmadigi, 60 °C ve vyukarisindaki sicakliklarda gelisen
termofiller bilinmesine karsin ekstremofiller kapsamindaki termofillerin ilk olarak 30
yil 6nce saptandigi (25), son 10- 15 yilda ise ylUksek sicakliklarda gelisen birgok
ekstremofilin izole edildigi bildirilmigtir (26).

Termofilik bakteriler, ylksek sicaklikta yasayabilme yetenegine sahip, oksijen
isteklerine gore anaerob veya fakultatif anaerob olabilen, Gram negatif, gubuk, disk
yada eliptik morfolojilere sahip mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadirlar (27,
28, 29).
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Termofillerin, 50-75 °C arasindaki sicakliklarda gelisenleri ekstrem termofiller ve 75-
105 °C arasinda gelisenleri ise hipertermofiller olarak isimlendirilirler, her iki grup
icerisinde bakteri ve arkeler de bulunabilirler (30, 31).

Ekstrem kosullar altinda yasayan ekstremofillerin, bulunduklari cevrelere gore
siniflandiriimasi agagidaki gibidir:

Cizelge 1. Ekstremofiller ve gevreleri (32).

Fenotip Cevre Mikroorganizma

Termofiller 55-80 °C Methanobacterium, Thermoplasma, Thermus
Hipertermofiller 80-113 °C Pyrococcus, Pyrolobus

Psikrofiller (-2)-20°C  Alteromonas

Halofiller 2- 5 M NaCl Haloarcula

Asidofiller pH< 4 Sulfolobus

Alkalifiller pH> 9 Natronococcus

Termofilik mikroorganizmalarin nisasta, sellloz, hemiseliloz ve proteinler gibi
polimerleri hidrolize edebilen hicre digi enzimleri Urettikleri belirtilmistir (33).

Ozellikle, ekstrem termofilik (65- 85 °C gelisme sicakligi) ve hipertermofilik (85-110
°C gelisme sicakhdi) mikroorganizma enzimlerinin poliaromatik ve alifatik
hidrokarbonlarla, yaglar gibi hidrofobik substratlar ve nisasta, selliloz, hemisellloz ve
proteinler gibi polimerik bilesikleri pargalayabilmelerinden dolayi bunlarin isil kararh
ekstremozimleri ile stireglerin 100 °C’ nin (zerindeki sicakliklarda yapilabilecegi ve
bdylece kontaminasyon riskinin azalacagi belirtiimigtir (5).

Ekstrem Termofil Bakterilerde Protein Yapilari

Butan proteinler, mezofilik ve ekstremofilik orijinlerinden badimsiz olarak, 20
standard daminoasitten olugsmaktadir (2, 34). Hicre sitosolinin multikomonent
sisteminin artan sicakliklarda, basing ve pH ekstremlerinde gereken kovalent
modifikasyonlarin (deamidasyon, B- eliminasyon, disulfid degdistirme, oksidasyon,
Maillard reaksiyonlari, hidroliz vs. ) buylk ¢ogunlugunu uyguladigi bilinmektedir (19,
34). Ekstremofiller, hem uygun koruyuculari kullanarak hem de sentez ve tamir
mekanizmalarini  guglendirerek aminoasit pargalanmasini  engellemekte ve
dolayisiyla protein stabilitesini korumaktadirlar (34, 35). Ekstremofillerin kimyalari
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir, rnegin proteinlerin hidrotermal degradasyonu ve
tamir mekanizmalari hakkinda gok az sey bilinmektedir (1). 100 °C’ nin Uzerindeki
sicakliklar uygulandiginda, yaygin aminoasitlerin termal stabiliteleri asagidaki gibi
bulunmustur (2, 36) ;

(Val, Leu) > lle> Tyr> Lys> His> Wet> Thr> Ser> Trp> (Asp, Glu, Arg, Cys)

Hem standard aminoasitlerin hem de protein katlanmasi slresince, hidrofobik
merkez olusumu mikroorganizmanin yasami icin gerekmektedir (36).
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45 °C ve 110 °C arasindaki sicakliklarda gelisen, ekstrem termofil ve hipertermofil
mikroorganizmalar tarafindan Uretilen proteinler, genellikle termal ve kimyasal
denaturasyona karsi benzer protein yapisina sahip olan mezofilik homologlarindan
daha direnglidirler (3, 23, 37). Bununla birlikte, mezofil ve termofillerde (veya
hipertermofil) olusan ayni proteinlerin bir ¢ifti verildiginde, hangisinin mezofillere
hangisinin ekstrem termofillere ait oldugunu sdylemek 3 boyutlu yapilari da ayni
oldugu halde c¢ok zor gorunmektedir. Termostabil proteinler, yuksek sicakliklarda
stabil ve aktiftirler, ancak bunlarin mezofil homologlarindaki proteinlerden daha stabil
oldugunu gosteren belirgin bir 6zellikleri yoktur (2, 9, 23, 37). Termofil ve mezofil
proteinlerin aminoasit analizi bile farkliliklari belirlemede ige yaramamaktadirlar (2,
23, 37). Ekstrem termofil ve hipertermofil proteinlerinin, stabilite artisini nasil
gerceklestirdikleri guinumuzde en ¢ok c¢alisilan konulardan birisini olusturmaktadir
(37).

Protein (termo) stabilitesinin yapisal temeli, proteinlerin 3 boyutlu yapilarina
dayandirilarak zamanimizda iki yontemle agiklanabilmektedir. Bunlar;

-KontrollU mutasyon (site- directed) ile elde edilen mutasyonlarin fizikokimyasal
Ozelliklerinin analizi.

-Mezofil ve termofil kaynaklarin, homolog proteinlerinin 3 boyutlu yapisinin
karsilastirmali analizi.

Kisacas! protein termostabilitesinin yapisal temelini anlamak igin, ayni cinse ait
mezofil ve termofil proteinlerinin 3 boyutlu yapisinin karsilastirmali analizi ve kontrollu
mutasyonla elde edilen mutantlarin protein yapilarinin incelenmesi yeterli olmaktadir
(1, 3).

Yuksek veya duguk gelisme sicakliklarinda, gelismeye devam edildiginde termofil
proteinlerinde c¢esitli adaptasyon mekanizmalari ortaya c¢ikmaktadir. Bunlar; iyon
cgiftlerinin (alt Uniteler arasi ve alt Uniteler igi) kimelenmesi, hidrofobik merkez
paketlenmesinin dizenlenmesi (van der Waals etkilesimlerinin artiriimasi) hidrojen
baglar ag ilavesi ve sekonder yapida artma egilimi, heliks dipol stabilizasyonunda
artig, polar dis yuzey alaninda artig, bosluklarin toplam hacmi ve sayisindaki azalis,
hem ilgili bolge i¢i (interdomain) ve alt Unite i¢i baglantilarin sikilastiriimasiyla, hem
de iligkili durumun artirimasiyla hidrofobik dig ylzey alani ortilmektedir. Adaptif
degisimlerin hepsinin ortak paydasi, verilen proteinin fonksiyonel durumunun
korunmasi ve optimize edilmesine yoneliktir (1).

Proteinlerin uzaysal yapisi, non- polar rezidulerle, hidrofobik etkilesimlerle, polar ve
iyonize gruplar arasindaki elektrostatik guclerle tanimlanmaktadir (1, 19, 21).

Gibbs stabilizasyon serbest enerijisi (AG ) bilylik globular proteinler icin 50 kj.mol™
dizeyindedir (38). Bu yonden, ekstremofillerin proteinleri mezofilik homologlarindan
cok farkh degildir. Ekstremofil proteinlerinin hem i¢ hem de dis faktorlerle etkilesimleri
sliresince adaptasyonlarina AG’.,’ daki 10 ve 100 kj.mol™" arasindaki artis eslik
etmektedir (39).

Ekstremofil proteinlerinin i¢ etkilerle stabilizasyonunda, polipeptid zincirinin lokal

paketlenmesi, sekonder ve supersekonder yapisal elementler, ilgili bolgeler
(domains) ve alt Uniteler (subunit) gibi, protein yapi hiyerarsisinin batin duzeyleri
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gerekebilmektedir (34, 40, 41, 42, 43, 44).

Ekstremofil proteinleri icin elde edilen AAG Ny degeri, mezofil proteinleri icin bulunan
AAGNy ile ayni bilyiikliiktedir (39).

Termofil proteinlerin, termal stabilitesinin 2 6nemli yani vardir;

1. Yaygin akademik sorularin ornegin protein katlanmasi ve termal stabilitenin
fiziksel prensiplerini anlamamiza yardimci olmaktadir.

2. Endustride ve protein muhendisligi c¢alismalarinda buyuk oOneme sahip,
proteinlerin termal stabilitesinden sorumlu olan “trafik kurallarini” tanimlamasidir (45,
46).

Mezofil, Termofil ve Ekstrem Termofil Proteinler Arasindaki Yapisal
Farkhiliklar ve Termostabiliteye Etkileri

Ayni aileye ait olan, mezofil ve termofil proteinlerinin 3 boyutlu yapilarinin
kargilastirilmasi, protein termostabilitesinin yapisal temelini anlamamiza yardimci
olmaktadir (3). Farkli termal stabiliteye sahip homolog protein giftlerinin
kargilastirlmasi, termal adaptasyon mekanizmalarini anlamak igin sikca
kullaniimaktadir (39).

Mezofil, termofil ve ekstrem termofil homolog proteinlerinin dizileri ve doérduncul
yapilari karsilastirildiginda, en énemli farklilik iyon ciftlerinin sayilarinda bulunmustur.
Termofil proteinlerinde, zayif iyon ¢iftlerinin, ekstrem termofil proteinlerinde ise gugli
iyon ciftlerinin sayilarinda énemli bir artis gdzlenmektedir. iyon ciftleri dzellikle
ekstrem termofillerin termal stabilizasyonunda anahtar rol oynamaktadir (37).

Argos ve meslektaglari (4, 47), 19 termofil ve 37 mezofil organizmanin protein
yapisini igeren bir veri seti olusturarak hidrojen baglari ve tuz baglantilarinin tipi ve
miktari, polar ylzey komposizyonu, i¢ bosluklar, paketleme yodunlugu ve sekonder
yapilari analiz etmislerdir. Calismanin sonucunda, termofillerde termostabilitedeki
artisa bagli olarak i¢ hidrojen baglari ve tuz kdprulerinde bir artis gdzlendiginde, ilave
olarak polar yuzey fraksiyonu ve sekonder yapi iceriginde de artislar oldugu
gozlenmigtir (37).

Ekstrem termofil proteinleri, termofil proteinleriyle karsilastirildiginda, termal stabilite
mekanizmalarinin farkh oldugu goézlenmektedir. Bununla birlikte ekstrem termofil
organizmalara ait protein yapilarinin sinirhk miktari, kesin bir sonu¢ c¢ikartiimasina
engel olmaktadir. Mezofil homologlariyla karsilastirildiginda, ekstrem termofil
proteinlerindeki bogluk oraninda énemli bir azalma gozlenirken, termofillerde bosluk
oraninda o6nemli bir degisiklik goérilmemektedir. Termofil proteinlerinde, ekstrem
termofil proteinlerinde gobzlenmeyen dis yuzey polaritesi daha fazladir. Termofil
proteinlerinin hepsinin a- heliks ve - yaprak fraksiyonlarinda (diizensiz bolgelerdeki
azalisa karsilik) 6nemli bir artis oldugundan bahsedilmektedir. Termofil proteinlerde
a- heliks, ekstrem termofillerde ise B- yaprak yapisindaki artis daha yaygindir (37).
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Protein termostabilitesi, diger hidrojen baglarindan daha 6nemli oldugu dusunulen,
yukli ve nétral yan zincirler arasinda olugan hidrojen baglarinin miktariyla yakindan
iliskilidir (48). Mezofil ve termofillerin gesitli tetramerik GAPDH’ lar1 Gzerinde yapilan
arastirma termostabilite ve hidrojen baglarinin miktari arasinda agik bir korelasyon
oldugunu ispatlamaktadir (48, 49). Termofil ve ekstrem termofil proteinleri
kargilastirildiginda, aminoasit komposizyonlari farklihlk gdstermektedir. Ekstrem
termofil proteinlerinde, Methionin ve Asparajin miktarlarindaki azalma, ylksek
sicakliklarda bu aminoasit rezidulerinin kimyasal dizensizlikleriyle
aciklanabilmektedir (37).

Mezofil ve termofil proteinlerinin karsilastiriimasi ile yapilan calismalarda (50),
hidrofobik etkinin yuksek sicakliklarda arttigi, bununla birlikte bu etkinin
termostabiliteye etkisinin elektrostatik etkilesimlerle karsilastirildiinda c¢ok fazla
olmadigi gosterilmistir (37).

Termofil ve mezofil proteinlerindeki aminoasit dagilimi, protein yapilari arasindaki
yuksek dizi homolojilerine ragmen bastan sona farklidir. Termofil proteinleri mezofil
homologlariyla kargilastirildiginda Arginin  ve Tirozin 6nemli duzeyde artarken,
Sistein ve Serin gibi termolabil rezidllerde o6nemli bir azalma go&zlenmektedir.
Prolinin, termofil proteinlerinin a- helikslerinde daha az olustugu gozlenmektedir.
Hem termofil hemde mezofil proteinlerinde hidrofobiklik, sikilik, oligomerik durumlar,
disg yuzey alanlarinin polar ve non- polar katkilari, asil zincir ve yan zincir hidrojen
baglari benzemektedir. Diger taraftan, tuz kdpruleri ve yan zincir- yan zincir hidrojen
baglari, termofil proteinlerinde fazladir (9).

Termozim ve mesozimler arasinda da termostabilite agisindan bazi farkliliklar
bulunmaktadir. Mesozimler, tipik olarak molekiler bozulmayi izleyen agilimayla
inaktive olurlarken (6rnegin, proteinlerin inaktif formlarinin ¢okmesi), termozimler
kovalent modifikasyonla inaktive olmaktadirlar. Termozimlerdeki ilmikler,
mesozimdekilerden daha kisadir. Termozim ve mesozimlerin AGstap degerleri
arasindaki fark, termozimlerdeki ilave hidrojen baglar tuz koprileri ve hidrofobik
etkilegsimlerden kaynaklanmaktadir (11).

istatistiksel veriler, termozimlerin mesozimlerden daha yiiksek Arginin: Lisin oranina
sahip oldugunu gostermektedir. Arginin , yiksek sicakliklarda tuz koéprulerini korumak
icin gerekli aminoasitlerin en 6nemlilerinden birisidir, ¢unku Lisin’ den daha yuksek
pKa’ ya sahiptir ve tipik olarak, pKa degerleri sicakliktaki artisla diugsmektedir (51).

Ayrica termozimler, proteolizise mezozimlerden daha direnglidirler (52), bu buyUk
olasilikla yuksek katiliga sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir (9).

Ekstrem Termofillerde Termal Stabilite ve Etkileyen Faktorler

Yuksek sicakliklara evrimsel adaptasyonun en 6nemli yollarindan birisi, proteinlerin
termal stabilitelerini mutasyonlar aracihgiyla artirmalarndir (19). Termostabilite ve
yapisal parametreler arasindaki en guglu korelasyon, elektrostatik etkilesimlerde
g6zlenmektedir, ancak diger faktorlerde 6rnegdin sekonder yapilar, bosluklar ve polar
yuzey fraksiyonuda ayrica termal stabiliteyle korelasyon gostermektedir. Termofil ve
ekstrem termofil proteinlerinin yuksek stabilite icin oldukg¢a farkli mekanizmalari
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kullandiklari gorulmektedir. Buna sebep olarak, protein stabilizasyonunda gereken
farkli guclerin sicaklhiga bagimliigi gosterilebilmektedir (37). Bakteriyel ve arkeal
hipertermofiller, mezofil homologlarindan &énce geldikleri icin, filogenetik agacin
kokune yakindirlar (53). Gunumuzdeki analizler, mevcut hipertermofillerin yuksek
sicaklija adaptasyon vasitasiyla mezofillerden olustugunu desteklemektedir (54).

Termostabilite, butliin proteinlerde bulunan kanonikal guglerin modifikasyonuyla,
ornedin elektrostatik (hidrojen baglari ve iyon giftleri) ve hidrofobik etkilesimler ve
bazi aminoasitlerin degisimiyle elde edilen bir¢ok kiglk yapisal modifikasyonlar ile
kazanilan ozelliklerdir (3). Ekstrem termofil proteinlerinin termal stabilitesi denilince,
proteinlerin ekstrem kosullarda belirlenmis fonksiyonel bir 6zelligini koruyabilmesi
anlasilmaktadir (1, 2).

Proteinlerde, katlanma, denaturasyon ve stabilite, birbirleriyle iligkilidir ve stabiliteyi
belirlemek i¢in sadece polipeptid zincirinin dogal durumunun bilinmesi yeterlidir.
Katlanmada, proteinin yapisal bilesikleri arasindaki etkilesimler, toplam ve sekansal
etkiler, dogal durumun olugsumunda etkilidir. Proteinin dogal yapisinin stabilitesi,
fiziksel ve kimyasal kosullar altinda, 3 boyutlu yapinin korunmasi olarak
tanimlanabilmektedir. Bir proteinin fonksiyonelligi, dogal yapisindan
kaynaklanmaktadir (3).

Protein stabilitesi, ikiye ayriimaktadir. Bunlardan, mikrostabilite, fonksiyonel
proteinlerin termodinamik 6zelliklerini tanimlarken; makrostabilite proteinin katlanmis
dogal yapisinin butinlagunin korunmasindan sorumludur. Bir proteinin termodinamik
stabilitesi, dogal hali (N) ve denature hali (D) arasindaki serbest enerji degisim
degeri (AG ND) ile verilmektedir. Ayrica fizyolojik kosullar altinda, globuler proteinlerin
konformasyonel stabilitesi, katlanmis (N) ve katlanmamis (D) durumlar arasindaki
serbest enerji degisimi ile (AGND) tanimlanabilmektedir (22).

Herhangi bir reaksiyonun serbest enerji degisim degeri, asagidaki gibi
hesaplanabilmektedir:

(AG";)=G"-G" = AH",-Tas",

Egder proteinde sadece iki termodinamik hal arastiriiyorsa ve asagidaki duruma
goére, denaturasyon oluguyorsa, gecerli olan egitlik agagidaki gibidir.

Dogal Hal <— K —> Denature Hal

(AG ND), konformasyonel stabilitenin direkt 6lgimu ve herhangi bir proteinin termal
stabilitesini kantitatif olarak tanimlamak igin kullaniimaktadir (3).

Globuler proteinlerin yapilarindan, blyuklik ve denaturasyonlarindan bagimsiz
olarak, daima AG= 5-17 kcal/mol arahdinda stabilizasyon serbest enerjisi
gostermektedirler (55, 56).

Termolisinin yuksek kararliliktaki kristal yapisi ilk kez, 1974’ de incelenmigtir.

Ardindan ferrodoksin ve hemoglobin A2’ nin termostabilitesinin stereokimyasal temeli
uzerinde galismalar yapiimigtir. Protein termostabilite galismalarina onculik eden bu
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calismalardan sonra, arastirmacilar protein termostabilitesinin  molekuler temelini
anlamak amaciyla ¢aligmalarini surdarmuslerdir.

Ekstrem termofil proteinlerinin yuksek termostabilitesinde rol alan fizikokimyasal
faktorler asagidaki gibidir (57);

-Hidrojen baglarinin artisi

-Hidrofobik i¢ paketlerin artigi

-Sekonder yapi olusumunda artis

-Heliks dipol stabilizasyonu

-Oksidasyon ve deamidasyona hassas rezidulerin ayriimasi
-GOmuld hidrofobik alan artisi

-Elektrostatik etkilesimlerin diuzeltiimesi

-i¢ alt tiniteler arasi baglantilarin giiglendiriimesi

-Tuz koéprulerinin optimizasyonu

-van der Waals etkilesimlerinin artisi

-Kalsiyuma olan ilginin artisi

-Yer degistirmeyle entalpinin dizenlenmesi

-Sekonder yapilarin stabilitesinin artiriimasi

-Heliks yapinin artigi ve polar dig yuzey alaninin artisi
-iimiklerde prolinlerin artisi ve glisin azalmasi

-Daha kisa ilmikler

-Dislilfid ¢apraz bag ilavesi

-i¢ bosluklarin hacim ve sayilarindaki azalis

-Aromatik etkilisimlerdeki artis

-Sekonder yapilarin igerisindeki ve disarisindaki aminoasitlerin yer degistirmesi.

Ekstrem termofil bakterilerin, termal stabilitesinde rol alan bu faktorlerin bazilarinin
protein yapisina etkileri ve stabiliteye katkilari agagidaki gibi agiklanmaktadir.

Paketlenme Yogunlugu

Protein merkezleri tipik olarak hidrofobik 6zellik gdstermektedir ve proteinler
merkezlerindeki hidrofobikligin artisina bagli olarak paketlenme yogunlugu da
artmaktadir. Bir proteindeki paketlenme yogunlugu, proteinin sikiligi hesaplanarak
bulunabilmektedir. Ekstrem termofil proteinlerinin yuksek termal stabiliteye sahip
olmalari, yuksek paketlenme yogunlugu ve buna bagli olarak daha kuguk ve az
miktarda bosluklar icermelerinden kaynaklanmaktadir (11).

Hidrofobik Etkilesimler

Hidrofobik etkilesimler protein katlanmasinda, dolayisiyle protein stabilitesinde esas
gugtur (58). Hidrofobik etkilesimlerin, proteinlere sulu ¢ozeltilerde katlanma igin
gereken enerjiyi sagladiklari dastnulmektedir (11). Mezofilik homologlarindan daha
hidrofobik olan ekstrem termofil proteinlerinin, protein katlanmasi buna bagl olarak

da termal stabiliteleri daha fazla olmaktadir.

Hidrofobik etki paketlenmede oldugu gibi, iki sekilde agiklanabilmektedir. Bunlar;

27



i. Protein zincirlerinin kendi iclerindeki hidrofobik etkilesimler,
ii. Protein zincirleri arasindaki iliskiden kaynaklanan hidrofobik etkilesimlerdir (37).

Elektrostatik Etkilesimler (Hidrojen baglari ve iyon giftleri)

Ekstrem termofil proteinlerinde yuratulen termal stabilite ¢alismalarinda, hidrofobik i¢
paketlerin artisina bagl olarak hidrojen bag sayisinin da arttigi ve bu artig
sonucunda termal denaturasyona direncin arttii gézlenmistir. Uzerinde caligilan
temostabil proteinlerin hepsinde, iyon iftleri ve hidrojen baglarindaki artisin termal
stabilite artiginda énemli bir role sahip oldugu anlasiimigtir (3).

Aminoasit Yer Degistirmeleri

Ekstrem termofil proteinlerin, heliks yapilarinda yer alan bazi aminoasitlerin yer
degistirmesi ile termal stabilitede artis oldugu, yapilan c¢alismalarla belirlenmigtir.
Proteinlerin heliks yapilarinda gerceklesen aminoasit yer degistirmeleri, proteinin dis
hidrofobikligini azaltirken, i¢ hidrofobikligini artirmaktadir. Buna bagh olarakta artan i¢
hidrofobiklikle termal stabilite artmaktadir (59).

Aminoasit yer degistirmelerinin bir diger islevi de, helikslerin icerisine heliks stabilize
edici yapilari tasimalaridir. Termofilik proteinlerin, yer degistirmelere baglh olarak a-
heliks yapilarinin hidrofobikliginde artis ve elastikiyetlerinde azalis gézlenmekte ve
proteinler sikica paketlenmektedirler. Termofilik proteinlerinde sikga gorllen
aminoasit yer degistirmelerinin diger bir avantaji da, termal stabilitede 6nemli rol
oynayan tuz Kkopruleri ve hidrojen baglarinin  miktarini  artirmalarindan
kaynaklanmaktadir (3).

Kristallografik Parametreler

Bir proteinin  molekller ylzey alani polar, non- polar ve yukli olarak
siniflandirilabilmektedir. Termofil proteinlerinde, non- polar ve yuklu ylzey alanlari,
polar drtilmus yuzey alanlari da ekstrem termofil proteinlerinde daha fazladir (60).
Tuz Koprtileri

Deneysel verilere gore, ekstrem termofil proteinlerini stabilize etmede yaygin
etkilesimler olarak tuz kopruleri tanimlanmaktadir. Ekstrem termofillerdeki tuz
kopruleri sekonder yapiy stabilize etmektedirler. Ayrica, Arginin yuksek sicakliklarda
tuz koprulerini korumaktadir (11).

Kovalent Modifikasyona Direng

Artan sicakliklarda olusan kovalent modifikasyonlarla (Sistein yikimi, Asparagin ve
Glutamin deamidasyonu, Sistein oksidasyonu ve peptid baglarinin hidrolizi)
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proteinlerin geri dénisimsuz olarak denature etmektedir (51). Mezofil proteinleri
molekuler bozulmayi izleyen acgilmayla inaktive olurken, termofil proteinleri kovalent
modifikasyonla inaktive olmaktadirlar. Termofil proteinlerinin stabilitelerindeki ve
disulfid baglarindaki artig, kovalent modifikasyona direnglerini artirmaktadir (61, 62).

iimik Stabilizasyonu

iimikler, protein yapisinin isiya en hassas bélgeleridir. Termal denaturasyon boyunca
acilma ilk olarak ilmiklerden baslamaktadir (11). Ekstrem termofil ilmikleri, mezofil
homologlarindan daha kisadir. iimiklerdeki kisalmanin, protein sikihgini artirdigi ve
esnekligini azalttigi bilinmektedir. ilmiklerin protein sikiligi tizerine direk etkilerine
ilave olarak, sekonder yapilar Uzerinde stabilize edici etkiye sahiptirler (63).

Termofil Proteinlerini Stabilize ve Destabilize Edici Faktorler

100 °C’ nin Uzerindeki sicakliklar uygulandiginda yaygin aminoasitlerin termal
stabiliteleri asagidaki gibi olmaktadir;

(Val, Leu ) > lle > Tyr > Lys > His > Met > Thr > Ser > Trp > (Asp, Glu, Arg, Cys)

20 aminoasidin iginde Asparagin, Glutamin, Metiyonin ve Sistein yuksek sicakliklarda
deamidasyon ve oksidasyona hassas olduklarindan, termolabil olarak
sinifanmaktadirlar (64). Termofil proteinler, hidrojen baglar ve tuz koprusi
olusumunu desteklemektedir. Genis yan zincirlerinden dolayi, Arginin ve Tirozin hem
kisa aralikh hem de uzun aralikli lokal etkilegsimlerde yararli olabilmektedirler. Arginin’
deki guanidin grubu, tuz koéprileri olusturabiimektedir. Ote yandan Serin’ in R
grubunun kisa olmasi nedeniyle lokal etkilesimlerde ¢ok fazla rol oynar. Protein
stabilitesine katkilari agisindan Arginin ve Tirozin’ de Serin’ e benzer gorevler yapar
(4, 47, 57,60, 64).

Acilma Entropisinin Azalmasi

Proteinlerin 3 boyutlu vyapilarini, agilma entropisinin azalmasiyla stabilitelerinin
arttig1 bilinmektedir. Proteinin aciimasi sirasinda Glisin en yuksek konformasyonel
entropiye sahip rezidudur. Glisinin herhangi bir aminoasitle yer degistirmesi
(herhangi bir rezidu yerine Prolinle) proteinin agilma entropisini azaltmaktadir (11).

Termal stabiliteyi etkileyen faktorlerin incelenmesi amaciyla, ekstrem termofil ve
mezofil proteinleri arasinda yapilan dizi karsilagtirmalarinda, ekstrem termofil
proteinlerin stabiliteyi artiran faktorleri tercih ederken, destabilize edici faktorlerden
sakindiklari gozlenmistir (9).

Ekstrem Termofil Bakterilerde Protein Termostabilitesinin Onemi

Ekstremofillerin, metabolik suregleri ve tium biyolojik islevleri, ekstrem kosullarda
aktif protein ve enzimler tarafindan yurutilmektedir. Son yillarda ekstremofillere
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duyulan ilginin baglica nedeni bunlarin ekstrem kosullarda gelismeleri ve
biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan enzimleri Gretebilmeleridir (26).

Ekstremofillerden elde edilen enzimler yani ekstremozimlerin yuksek isil kararliliga
sahip ve deterjanlar, katotropik ajanlar, organik ¢ozuculer ve ekstrem pH gibi
kosullara direncli olduklari bildirilmistir (5, 6, 12-15).

Ayrica bazi ekstremozim proteinlerinin termostabil endustriyel enzimler Uretiminde
model olarak kullanilabilecekleri de belirtilmistir (5, 6). Ekstrem termofil ve
hipertermofil arke ve bakteriler tarafindan Uretilen enzimlere “termozimler”
denilmektedir. Termozimler, 60 °C ve 125 °C arasinda optimum olarak fonksiyon
gosterebilen enzimlerdir (11).

Yuksek biyoteknolojik potansiyellerinden dolayi, son yillarda sicaklik  optimumlari,
60 °C ve 125 °C araligi olan termozimlere olan ilgi artmistir. Termozimler, molekiiler
biyolojide (Taq polimeraz), deterjan (proteaz) ve nigasta (a- amilaz, glukoz
izomeraz) endustrileri ve proteinlerin yuksek stabilitesini gerektiren uygulamalarda
kullaniimaktadirlar (11).

Sonug olarak termozimler, gida, deterjan, kimya ve ila¢g endustrisindeki tepkimeleri
optimize ettigi ve bazi termozimler endustriyel uygulamalarda kullanildigi igin buyuk
bir 6Sneme sahiptirler. Termal stabilite Gzerine yurutulen farkli galismalardan, ekstrem
termofil bakterilerin proteinlerinin termal stabilite artisinin temelini olusturan, yapisal
Ozellikler hakkinda genel bir sonuca varmak oldukga zordur.Protein Data Bank’
indaki yapilarin sayisinin hizla artis, mevcut protein yapilarinin analizinin sirmesi ve
atomik koordinatlardan hesaplanabilen  bazi  yeni Ozellikler ve yeni Olgim
teknikleriyle termal stabilite Gzerindeki calismalar hizlanmis ve yeni bilgiler elde
etmek igin galismalar surmektedir (37).
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