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BEYAN
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kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasi ile elde edilmemis biitiin bilgi ve yorumlara
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi

ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigi beyan ederim.
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1. OZET

Tezin bashg: : Ekstremofil Canlilara Ait Proteinlerin Yapisal Karakteristikleri

Ogrencinin Ad1 Soyad : Ipek Cakmak

Damismanin Adi Soyadi : Dog. Dr. Cevdet Nacar

Programin Adi : Biyofizik Yiiksek Lisans Programi

Amag: Ekstremofil canlilarin bir alt grubu olan hipertermofil canlilar 80°C iistii sicakliklarda
yasayabilen canlilardir. Hipertermofil olmayan canlilarin proteinleri bu sicakliklarda islev
goremedikleri gibi yapisal 6zelliklerini de kaybedip degrade olmaktadir. Bu da hipertermofil
proteinlerin diger proteinlerden farkli yapisal 6zelliklere sahip olduklarini diistindiirmektedir.
Bu tez caligmasinda hipertermofil proteinlerin ikincil yapt 6zelliklerini diger proteinlerle
karsilastirarak, hem hipertermofil proteinlerin hem de diger proteinlerin genel yapisal
ozellikleri hakkinda 6zel bilgiler saglamak ve protein kararliligini belirleyen etkenleri arastiran
calismalara katkida bulunmak amac¢lanmaktadir.

Gerec¢ ve Yontem: Bu cgalismada hipertermofil proteinlerin ikincil yapt 6zellikleri diger
proteinlerin ikincil yapr o6zellikleriyle karsilastirilmistir. Bunun ig¢in Protein Data Bank’ta
bulunan tiim proteinler taranarak aralarindaki benzerlik orani %25 ten az olan 869 hipertermofil
protein igeren bir veri seti olusturulmustur. Bu proteinlerin amino asit frekanslari, ikincil yap1
Ogelerinin oranlart ve ikincil yap1 oOgelerinin aminoasit frekanslar1 belirlenerek diger
proteinlerle karsilastirilmistir.

Bulgular: Heliks yapidaki ve halka yapidaki proteinlerde Alanin’de azalma ve Glutamin’de
artts gézlemlenmistir. Tabaka yapilarda Valin ve Izolosin’deki artis dikkat ¢ekicidir. Halka
yapida Glisin, antiparalel yapida tiim tabaka yapilarinda Valin, tim heliks yapilarda ise
Glutamik Asit ve Losin en ¢ok bulunan amino asitlerdir. Globiiler proteinlerde tabaka yapisinda
paralel serit en ¢cok bulunan alt tip iken, hipertermofil proteinlerde antiparalel serit daha ¢ok,
paralel serit daha azdir. Ayrica a-heliks yapida az da olsa artig, halka yapida benzer oranda
azalma gorilmustiir.

Sonug: Bu veriler bazi amino asitlerin frekanslarinin ve ikincil yap1 6gelerinin oranlarinin
kismen farkli oldugunu gostermistir. Bu tez calismasi yapisal 6zellikleri de kapsayacak sekilde

genisletilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ekstremofil, hipertermofil, protein yapisi, ikincil yap1
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2. SUMMARY

Title of Thesis: Structural Characteristics of Extremophile Proteins
Student Name, Surname: ipek Cakmak

Supervisor Name : Assoc. Dr. Cevdet Nacar

Program Name : Biophysics Master of Science Programme

Objective: Hyperthermophile organisms are a subfamily of extremophiles and can live at
temperatures above 80 °C. The proteins of non-hyperthermophile organisms cannot function at
these temperatures, lose their structural properties and degrade. This suggests that
hyperthermophile proteins have different structural properties than other proteins. This thesis
study aims to compare the secondary structure properties of hyperthermophile proteins with
other proteins, provide important information about the general structural properties of both
hyperthermophile proteins and other proteins and improve the studies on protein stability.
Materials and Methods: In this study, the secondary structure properties of hyperthermophile
proteins were compared with the secondary structure properties of other proteins. For this
purpose, a data set containing 869 hyperthermophile proteins with a similarity less than 25%
was created using all proteins stored in Protein Data Bank. The amino acid frequencies, ratios
of secondary structure elements, and amino acid frequencies of secondary structure elements
of these proteins were determined and compared with other proteins.

Results: A decrease in Alanine and an increase in Glutamine were observed in proteins with
helical and ring structures. The increase in Valine and Isoleucine in layer structures is
remarkable. Glycine in the loop structure, Valine in all sheet structures and Glutamic Acid and
Leucine in all helix structures are the most abundant amino acids. While parallel strands are the
most common subtype in the sheet structure in globular proteins, antiparallel strands are more
than parallels in hyperthermophile proteins. Additionally, there was a slight increase in the a-
helix structure and a similar decrease in the loop structure.

Conclusion: Comparison of these data showed that the frequencies of some amino acids and
the ratios of secondary structure elements are different to some extent. This thesis study is being
expanded to include structural features.

Keywords: Extremophile, hyperthermophile, protein structure, secondary structure



3. GIRIS ve AMAC

Proteinlerin islevlerini anlamak igin {i¢tinciil yapilarini bilmek gerekir ¢iinkii proteinlerin islevi
dogrudan yapilarinin bir fonksiyonudur. Bu iligki protein yapi iliskisi olarak adlandirilmaktadir.
Proteinin {igiinciil yapisinin bilinmesi proteini olusturan her atomun koordinatinin biiyilik bir
dogrulukla bilinmesi demektir. Deneysel olarak ii¢ yaygin yontem bulunmaktadir: X-1g1n1
kristalografisi, Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) ve Cryo Elektron Mikroskopi (cryo-EM)
yontemi. NMR yontemi diisiik ¢oziintirliigli ve molekiiler kiitle kisitlamasi nedeniyle pek iyi
sonug¢ vermemektedir. Benzer sekilde cryo-EM yonteminin de ¢oziiniirliigii pek iyi degildir. X-
1sin1  kristalografisi olduk¢a 1iyi sonu¢ vermektedir ama bu ydntem de proteinin
kristallestirilmesini gerektirmektedir. Kristallestirme siireci ise ¢ok uzun siirebilmekte, kimi
proteinler igin yillar alabilmektedir. Daha 6nemli bir sorun ise proteinin kristallesme asamasina
gecebilmesi i¢in suda ¢Oziinlir olma zorunlulugudur. Oysa proteinlerin biiyliik ¢ogunlugu,
Ozellikle membran proteinleri, suda ¢oziinmezler (Jumper & Hassabis, 2022; Kufareva &
Abagyan, 2012). Tim bu teknik zorluklarin yani sira ciddi bir teknik alt yap1 gereksinimi de
eklenince deneysel yontemler proteinlerin {giinciil yapisinin belirlenmesinde c¢ok kisith
kalmaktadir. Bu nedenle teorik ydntemler gittikce yayginlasmaktadir. Ozellikle bilgisayar
bilimi ve donanimindaki gelismeler, algoritmalardaki ilerlemeler teorik yontemleri daha yetkin

ve deneysel yontemlerle yarigir hale getirmistir (Gulati & M Poluri, 2016).

Teorik yontemler tige ayrilmaktadir: Threading, benzesim ve ab initio modellemeleri (Dorn ve
ark., 2014). Threading yontemi daha c¢ok proteinin ait oldugu aileyi belirlemekte
kullanilmaktadir ve yapisal detaylar c¢ok yetersizdir (Lemer ve ark., 1995). Benzesim
modellemesi en yaygin kullanilan ve en 1yi sonug veren yontemdir ancak bu yontem de ti¢linciil
yapist bilinen kalip bir yapiya ihtiya¢ duydugundan basarisi bir 6l¢iide deneysel yontemlerden
gelen verilere baglidir. Ab initio modellemesi ile sadece proteinin amino asit dizisine ihtiyag
duymaktadir. Ama bu yontemde yalnizca ¢ok kisa diziler i¢in iyi sonug vermekte, 30 rezidiiden
daha uzun diziler ig¢in ¢ok yetersiz kalmaktadir. Ab initio yontemi proteinin tiim olasi
konformasyonlarina karsilik gelen enerji manzarasi iginde minimum enerjili korformasyonun
aranmasi esasina dayanir. Enerji manzarasi ¢ok biiylik oldugundan arama makul siirede

tamamlanamamaktadir. Ama proteinin ikincil yapis1 teorik olarak biiyiikk bir dogrulukla
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belirlenebilirse arama baslangi¢ noktasi enerji manzarasinda minimum noktaya ¢ok yakin bir
yere diismekte, arama algoritmalar1 da aramayi kisa siire i¢inde tamamlamaktadir. Bu nedenle
protein ikincil yapisinin teorik olarak belirlenmesi biiylik 6nem kazanmaktadir (Hardin ve ark.,
2002).

Proteinlerin katlanma mekanizmasini ve biyolojik aktivitesini anlamak icin onlarin uzaysal
konformasyonlarinin ~ bilinmesi  gerekir. Deneysel kanitlar bir proteinin  dogal
konformasyonunun amino asit dizisinde kodlandigin1 gosterdiginden dizi verilerinden protein
yapisini tahmin etmek i¢in ¢ok ¢aba sarf edilmistir (Chou & Fasman, 2009). Cok sayida protein
ikincil yap1 tahmin (Secondary Structure Prediction) algoritmasi bulunmaktadir (Rost, 2001).
Bunlardan elde edilen tahminlerin dogruluklar1 beklendigi kadar iyi degildir. Ozellikle bazi
algoritmalar benzerlikler {izerine kuruldugundan dizisel benzerligi bulunmayan proteinlerde
daha da basarisiz kalmaktadir. Ayrica ikincil yapilarin baslangi¢c ve bitis bolgeleri daha da
biiyiik belirsizlikler icermektedir. ikincil yap1 tahmin algoritmalarim iyilestirecek her katki bu

nedenle oldukga 6nemlidir.

Bircok organizma, derin deniz menfezlerindeki yiiksek basing, hidrotermal bolgelerdeki yiiksek
sicakliklar, Antartika’daki diisiik sicakliklar, insan yapimi jeotermal enerji santrallerindeki
yiiksek tuz konsantrasyonu gibi asir1 gevresel kosullar altinda gelisimini siirdiirebilir. Bu
organizmalarin protein yapilarini nasil koruyabildiklerine kars1 biiyiik ilgi vardir. Ozellikle
hipertermofilik proteinlerde yalnizca protein katlanmasi ve stabilitesinin ardindaki
fizikokimyasal prensiplerin teorik olarak anlasilmasi i¢in degil, aym1 zamanda yiiksek
sicakliklarda calisabilen verimli enzimlerin tasarlanmasi i¢in de kritik 6neme sahiptir. Bu tiir
enzimler deterjan iiretimi, gida ve nisasta isleme, yliksek fruktozlu misir surubu iiretimi ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) gibi g¢esitli endiistriyel uygulamalar i¢in faydali
olabilmektedir (Adams ve ark., 1995; de Miguel Bouzas ve ark., 2006).

Hipertermofil proteinler, diger proteinlerin islev géremedigi ¢ok yiiksek sicakliklarda yapisinm
koruyabilmektedir (Stetter, 2002). Yiiksek sicaklik gibi asir1 kosullarda stabilitesini
kaybetmeyen bu proteinlerin ikincil yapilariin incelenmesi, ikincil yapr elemanlarinda gorev
alan spesifik amino asit eslesmeleri veya motiflerinin belirlenmesine, dolayisiyla helix ve

kirmim tabakalarinin olusum mekanizmalariin aydinlatilmasina katki saglayabilir. Boylece
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sadece amino asit dizisinden hareketle proteinlerin ikincil yapisini tespit eden algoritmalarin

daha da iyilestirilmesine katkida bulunulabilir.

Bu tez c¢alismasinda ekstremofil canlilarin bir alt grubu olan hipertermofil canlilara ait
proteinlerin heliks ve kirimim tabaka gibi ikincil yapisal 6zelliklerinin aminoasit igerikleri
acisindan incelenmesi, diger canlilarin proteinlerinden ne o6l¢iide farkli olduklarinin
belirlenmesi amaglanmaktadir. Belirlenen farkliliklarin ya da benzerliklerin proteinlerin ikincil
yapisinin daha iyi anlasilmasina, ikincil yap1 kestrim algoritmalarinin iyilestirilmesine ve yeni

protein ve ilag tasarimlar gibi protein mithendisligine katkida bulunmasi amaglanmaktadir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Protein

Proteinler dogadaki en karmasik (Janke ve ark., 2019) ve temel (Anfinsen, 1973)
makromolekiillerden biridir. Macromolekiiler proteinlerin karakterize edilmesi olduk¢a zordur.
Monomerik proteinlerin molekiiler agirliklar1 5-20 kDa arasinda degisir. Bu ylizden amino asit
bilesim analizi ve Edman bozunmasi yoluyla dizi analizi gibi farkli yaklasimlar kullanilir.
Ayrica esnek yapist sayesinde hiicre icinde sentezlenirken 3 boyutlu yapilar halinde
katlanabilir. Bu katlanmalar1 incelerken oldukga dikkatli analiz yapilmasi gerekir. Protein
yapilariin ¢esitliligi, biyolojik fonksiyonlarin gesitliligi olarak kendini gosterir. Proteinler
enzimler, hormonlar veya sagin ve cildin yapisal bilesenleri olarak gorev yapabilir, gen
ekspresyonunu diizenler, iyonlar1 hiicre zar1 boyunca tasir, kati yiizeylere hiicresel baglanmay1
saglar, ¢cok cesitli organik ve inorganik bilesikleri baglar (Stein, 1990). Canlilarda kimyasal
reaksiyonlarin hizlandirilmasi, depolama, savunma, hiicre iletisimi, hareket gibi bir¢cok
fonksiyon proteinlere bagli olarak gerceklesir. Proteinler organizmanin yaptigi her seyde rol
oynarlar. Her bir proteinin kendine has yapisi ve islevi vardir (Janke, Kulke, Buchholz, Geist,
Langel, & Delcea, 2019).

4.2. Protein Yapisi

Amino asitler proteinlerin temel yapi taglaridir (Stein, 1990). Tiim amino asitlerin merkezinde
karbon atomu vardir. Bu karbon atomu bir hidrojen atomuna, bir amino grubuna ve bir karboksil
grubuna baghdir (Sekil 4.1). Karbon atomuna baglanan yan zincir ise amino asitleri birbirinden
ayiran kisimdir. Protein sentezi sirasinda bir amino asidin karboksil grubu ile digerinin amin
grubu birleserek peptit bag1 olusturur. Farkli amino asitlerin arka arkaya baglanmas1 sonucu
polipeptit zinciri olugur. Bu zincir proteinin omurgasidir (Branden & Tooze, 2012). Peptit
zincirlerinin katlanmasiyla amino asit kalintilarinin atomlar arasinda hidrojen baglari olusur ve
bunun sonucunda c¢esitli diizenli (alfa heliksler, beta tabakalar1, beta doniisleri) ya da diizensiz

alt yapilar gelisir (Jisna & Jayaraj, 2021).



Tiim amino asitlerdeki
ortak bdlgeler

7 H
I .

*HgN—Cq— COOH
.

Amino Karboksil

grubu 3 E grubu

Amino asitleri birbirinden
ayiran yan zincir

Sekil 4.1. Amino asitlerin yapis1 (Champe, 1997)

Proteinler tanimlanirken Sekil 4.2°de goriildiigii gibi birincil, ikincil, tiglinciil ve dordiinciil

yapisina gore tanimlanir (Rehman ve ark., 2017).

Birincil Yapr  Ikincil Yapi Uciinciil Yapi Dérdiinciil Yapi

Sekil 4.2. Proteinlerin birincil, ikincil, ti¢iinciil ve dordiinciil yapilar1 (Bacardit ve ark., 2009)

4.2.1. Birincil yapr

Birincil yap1 amino asitlerin dizisel zinciridir (Rehman, Farooq, & Botelho, 2017). Bu zincirin
dizilimi amino ucu ile baslayip, karboksil ucu ile sonlanir. Ciinkii protein sentezlenirken amino
asitlerin eklenme sirast bu sekildedir (Buxbaum, 2007). Yan zincir grubundaki ya da R

grubundaki fark, her amino asidin kendine 6zgii 6zelliklerini belirler. Proteinlerin benzersizligi,
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igerdigi amino asitlere, bu amino asitlerin bir zincirde nasil diizenlendigine ve zincirin yaptigi
etkilesimlere gore belirlenir. Dogada yiizlerce amino asit bulunmasina ragmen, insan
viicudunda ve diger bir¢ok yasam formunda bulunan proteinlerin yapimi i¢in yalnizca 20 amino
asit gereklidir (Lopez & Mohiuddin, 2020). Bu amino asitlerin isimleri ve kisaltmalar1 Tablo

4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Amino asitlerin isimleri ve kisaltmalari

Amino asit Kisaltma Amino asit  Kisaltma
Glisin Gly G Treonin Thr T
Alanin Ala A Sistein Cys C
Valin Val Vv Metiyonin Met M
Losin Leu L Asparajin Asn N
Izolsin e 1 Glutamin GIn Q
Prolin Pro P Aspartat Asp D
Fenilalanin Phe F Glutamat Glu E
Tirozin Tyr Y Lizin Lys K
Triptofan  Trp W Arjinin Arg R
Serin Ser S Histidin His H

(Champe, 1997)

4.2.2. Ikincil yap

Proteinlerin ¢esitli fonksiyonlarin1 yerine getirebilmesi i¢in diizensiz yapilara sahip olmasi
gerekir. Ancak protein yapilarinda diizenli bazi1 6zellikler bulunur ve bunlardan en 6nemlisi
ikincil yapilardir. Proteinlerin i¢ yapisindaki amino asitler hidrofobik yan zincirlere sahiptir.
Suda ¢oziilebilen globiiler proteinlerin katlanmasindaki temel sebep hidrofobik yan zincirlerin
proteinlerin i¢ kisminda paketlenmesi, boylece hidrofobik ¢ekirdek ve hidrofilik dis ylizey
olusturmasidir. Hidrofobik cekirdek proteinin i¢ yapisindaki yan zincirlerle yogun bir sekilde
paketlenmistir. I¢ kisminda bosluk oldugu durumlarda bu bosluk su molekiilleriyle

doldurulmustur.

Proteinlerin katlanmasi sirasinda yan zincirlerin merkeze gelmesi igin ana zincirin igeri dogru
katlanmas1 gerekir. Ana zincir polar ve hidrofiliktir. Buna karsin ortam hidrofobiktir. Ana

zincirdeki polar gruplarin hidrojen baglar ile ndtrlenmesi ikincil yapinin olusumuyla saglanir
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(Branden & Tooze, 2012). Polipeptit omurgasindaki atomlar arasindaki hidrojen baglari ile
stabilize edilen bolgeler ikincil yapiyr olusturur. Hidrojen baglar1 negatif oksijen atomu ile

pozitif azot atomu arasinda olusur (Rehman, Faroog, & Botelho, 2017).

Proteinlerin katlanmasiyla olusan ikincil yapilar alfa (o) sarmallar1 veya beta () tabakalari
olmak tizere iki ¢esittir. Her ikisi de ana zincirdeki amino (NH) ve karboksil (C=0) gruplari
arasindaki hidrojen bagi ile karakterize edilir (Branden & Tooze, 2012).

4.2.2.1. Alfa sarmallan

Alfa sarmallar1 protein yapisinin klasik unsuru olan silindir seklinde diizenlenmis amino asit
pargalaridir. Sarmalin her doniisii 3,6 amino asit kalintisi igerir ve 5,41 angstromluk
mesafededir. Bir a sarmalin uzantisi 3-4 sarmal doniigiine esdeger olan 10-15 amino asit
kalintis1 igerir. Herhangi bir amino asit kalintis1 incelendiginde, 16sin veya metiyonin gibi
genigletilmis yan zincirlere sahip olanlarin o sarmallart i¢inde daha ¢ok, glisin veya pirolin gibi
kompakt kalintilarin daha az bulundugu goriilmiistiir. Alfa sarmali igerisindeki her hidrojen
bagi, sarmalin amid azotunun elektropozitif ve karbonilin elektronegatif oldugu bir dipoldiir.
Sarmallarin u¢ kisimlarma yakin zit yiikli kalintilar ikincil yapiyr dengeleyerek stabilize
edilmesine yardimci olur. Sentetik riboniikleaz S peptid analogunun N terimine yakin asidik
kalintilar1 ve C terimine yakin bazik kalintilar1 benzer sekilde a sarmalini stabilize eder. Birgok
a sarmalinda hidrofilik ve hidrofobik amino asitler sarmal gdvdenin karsit yiizlerinde bulunur.

Bu 6zellige amfifilik ya da amfipatiklik denir (Stein, 1990).
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Sekil 4.3. Yan zincir dihedral agilarinin Ser kalintis1 tizerinde gésterimi (Schulz & Schirmer,
2013)

Bir polipeptit zincirinin omurgasi, kalint1 bagina iki dihedral a¢1 ile tanimlanir. Sekil 4.3°te
goriildigi gibi C, atomlarindaki dihedral agilar ¢ ve ¢‘dir ayrica burulma agist ® da eklenir.
Yan zincirdeki tiim dihedral agilar, iice kadar indeksle X harfiyle gosterilir. Sekil 4.3°de

gosterilen Ser yan zincirinin higbir dali yoktur.

Dihedral agilar tekrarlanirsa yani tiim ¢ ve ¢ acilar1 ayniysa polipeptit zincirinin omurgast
dogrusal bir grup olusturur. Her dogrusal grup bir sarmaldir. Sarmallar Sekil 4.4’te gortldiigi
gibi kalint1 basina eksensel kayma (d), doniis basina kalint1 sayist (n), sarmal adimi (n.d) ve
sarmal yarigap1 (r) parametreleri ile tanimlanir. d pozitif olarak alindigindan sarmal kiralite
n’nin isaretinden okunabilir. Her sarmalin bir polaritesi vardir ¢linkii peptit {initesi polardir

(Schulz & Schirmer, 2013).
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Sekil 4.4. Heliks parametreleri ve ylizey gosterimi (Schulz & Schirmer, 2013)

Alfa sarmalinin her bir dontigiinde (n) kalintisinin C=0 grubu ile (n+4) kalintisinin NH grubu
arasinda hidrojen baglar1 vardir. Zincirin daha gevsek veya siki sarildigi durumlarda (n+4)
yerine (n+5) ya da (n+3) seklinde olabilir. Bu varyasyonlara sirasiyla = sarmal ve 310 sarmal
ad1 verilir. 310 sarmalinin her doniistinde 3 kalintis1 ve hidrojen baglari arasinda 10 atomu vardir.
Her iki sarmal da enerji agisindan uygun degildir ¢ilinkii 310 sarmali ¢ok siki paketlenmistir, ©
sarmali ise ortada delik olusacak kadar gevsek paketlenmistir. Bu sekilde kararli yapi

olusturamazlar ve nadiren gézlemlenirler (Branden & Tooze, 2012).

4.2.2.2. Beta tabakalari

Diger yaygin goriilen ikincil yap1 da proteinlerdeki tiim aminoasit kalintilarinin yaklagik
%28’ini olusturan [ tabakalaridir. Bu yap1 o sarmali gibi siirekli olmayip, katman benzeri bir
yap1 gosterecek sekilde hidrojen baglarindan olusan en az iki serit igerir. Seritler birbirine
paralel veya anti-paralel olarak yerlesebilse de daha ¢ok antiparalel yap1 tercih edilir (Stein,
1990). Bir B seridindeki C=0O gruplari ile sonraki beta seridi iizerindeki NH gruplari arasinda
hidrojen baglar1 olusur. Bu sekilde bitisik bir hizalanma gerceklesir. Beta seritlerinden olusan
[ tabakalari, diizlemin biraz {istiinde ya da altinda art arda karbon (C) atomlar: ile kivrilir.
Kivrimli tabakanin olusabilmesi i¢in hizalanmis B seritlerindeki amino asitlerin tiimii ayni
biyokimyasal yonde ilerleyebilir ya da amino grubundan karboksi grubuna dogru ilerleyebilir.

Bu sekilde olusan P tabakasi paralel olarak isimlendirilir. Ardisik seritlerdeki amino asitler,
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>’amino grubundan karboksi grubuna, karboksi grubundan amino grubuna...”” seklinde degisen

yonlere sahipse bu durumda 3 tabakasi antiparalel olarak isimlendirilir (Sekil 4.5).

z\n,\)U\r\)LJVJ\JYt
ufm/\j\rwr\j\rrj\(

EEREBERRN S
z/\r\*r“\r\*r\nf\*r\f

Antiparalel
beta tabakasi

-

Paralel beta
} tabakasi

Sekil 4.5. Paralel ve anti-paralel B tabakalarinin sematik gosterimi (Nesloney & Kelly, 1996)

Her iki yapida da belli bir hidrojen bagi modeli vardir. Antiparalel B tabakasi doniisiimlii olarak
genis aralikli ve dar aralikli hidrojen bagi ¢iftlerine sahiptir. Paralel B tabakasi ise B seritlerini
belli bir agiyla kopriileyen esit aralikli hidrojen baglarina sahiptir (Branden & Tooze, 2012).
Burada atomlar arasindaki hidrojen baglarinin zayif oldugunu ancak tiim hidrojen baglarinin
toplaminin da yapinin seklini korudugunu unutmamak gerekir (Rehman, Faroog, & Botelho,
2017).

4.2.2.3. Halka bolgeleri

Cogu protein yapisi, ¢esitli uzunluklarda ve diizensiz sekillerde baglanan a heliksleri ve 3
seritlerinin kombinasyonundan olusur. Bu kombinasyon molekiiliin kararli hidrofobik
¢ekirdegini olusturur. Dongii bolgeleri ise molekiiliin yiizeyindedir. Genel olarak birbirleri ile

hidrojen bag1 olusturmazlar ancak ¢oziiciiye maruz kaldiklarinda su molekiilleri ile hidrojen
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bagi olusturabilirler. Coziicliye maruz kalan halka bolgeleri yiiklii, polar ve hidrofilik kalintilar
acisindan zengindir. Bu yiizden o helikslerden ya da B seritlerdense tahminleri halka
bolgelerinden yapmak daha giivenilir sonuglar vermektedir (Branden & Tooze, 2012). Sekil
4.6’da paralel ve antiparalel B seritleri icin diiz ve ¢apraz sekilde baglanti olusturan halka

bolgeleri gosterilmistir (Richardson, 1976).

Sekil 4.6. Antiparalel (a) ve paralel (b) B seritlerinde olusan halka bolgeler (Richardson,
1976)

Proteinlerin tiim resimleri basitlestirilmis sekildedir. Ciinkii tiim atomlarin goriintiilendigi
protein yapisi oldukga kafa karistiricidir. Bu haliyle ¢ok miktarda bilgi oldugu i¢in iki boyutlu
resmi yorumlamak imkansizdir. Yan zincir atomlar1 ¢ikarilsa bile boyle karmasik bir modelin
diiz resminden anlaml1 bir bilgi ¢ikarilamaz, yapisal unsurlar arasi iliskiler ayirt edilemez. Bu
analizi yapabilmek i¢in polipeptit yolunu silindirler, oklar ve seritler temsil eder (Sekil 4.6).
Boyle sematik diyagramlar ile grafik goriintiilleme sistemleri de kullanilarak ¢ok daha fazla

ayrint1 anlagilir bir sekilde incelenebilir (Branden & Tooze, 2012).
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4.2.3. Uciinciil yap1

Sekil 4.7. Miyoglobin protein yapisi (http://brussels-scientific.com/?p=6930 2016)

Bir proteinin tiglinciil yapisi, tiim amino asitlerin birbirine gore ortalama {i¢ boyutlu konumunu
tanimlar ve protein zinciri boyunca diizenli ve diizensiz konformasyonlarin toplamini temsil
eder (Sekil 4.7). Ugiinciil yapt amino asit Kalmtilarmin arasindaki hidrojen bagi, van der Waals
ve hidrofobik etkilesimler gibi kimyasal kuvvetlerin birlesin etkisinden kaynaklanir. Proteinler
uygun sekilde katlandiginda, tamamen denature olduklar1 duruma gore 10-15 kcal/mol daha
stabildir. Ancak bu ¢ok biiyiik bir stabilite degildir. Sicaklik, pH degisikligi gibi islemlerle
kolaylikla denaturayon gerceklesebilir (Stein, 1990).
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4.2.4. Dordiinciil yapi

/ B zinciri —
\

Q zinciri

Sekil 4.8. Hemoglobin protein yapis1 (http://brussels-scientific.com/?p=6930 2016)

Tek zinciri olan protein molekiillerine monomerik proteinler denir. Birden fazla polipeptit
zincirinden olusan multimerik proteinler ise dordiinciil yapiy1 olusturur (Sekil 4.8). Dordiinciil
yapida polipeptit zincirleri birbirinden bagimsizdir ancak birinin islevi digerinin islevsel
durumuna bagl olabilir. Boylece isgbirligi i¢inde protein yapisinda islev goriirler (Branden &
Tooze, 2012).

4.3. Ekstremofil Canlhilar

1967 yilinda Thomas Brock’un Yellowstone Ulusal Parki’nin kaynayan sularinda biiyliyen
mikroorganizmalarla ilgili aciklamasiyla birlikte cesitli faktrlere gore yasamin sinirlarinin
yeniden tanimlanmasma yonelik ¢alismalar yapilmaya baslanmigtir. Bunun sonucunda
varsayildigindan ¢ok daha genis bir sicaklik araliginda yasamin miimkiin oldugu gériilmiistiir.
Ayrica asirt asidik ve alkali ortamlarda biiyliyebilen gesitli yasam formlar1 da bulunmustur.
Baz1 organizmalar okyanuslarin derinliklerindeki asir1 basinca dayanabilirken, bazilar1 yogun
radyoaktif radyasyona, yiiksek pH degerlerine veya yiiksek tuz konsantrasyonlarina
dayanabilmektedir (Tablo 4.2). Tiim bu organizmalar ekstremofil ad1 altinda 6zetlenmektedir.
Ekstremofil canlilar, olagan dis1 kosullar1 tolere edebilen, hatta bu kosullari tercih eden
canlilardir. Tabloda asir1 u¢ kosullara dayanabilen ekstremofilik organizmalarin cesitli
gruplarini tanimlamak i¢in 6rnek olarak ortak sinir degerler gosterilmistir. Bazi organizmalarda
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ayni anda birden fazla asir1 kosula uygunluk goriilebilmektedir. Derin denizlerde bulunan
piezopsikrofilik organizmalar ya da alkali soda gollerinde yasayan haloalkalifilik organizmalar
ornek olarak gosterilebilir. Birden ¢ok asir1 kosulu tolere edebilen bu tiir organizmalar ise
poliekstremofil olarak adlandirilir (Stolz, 2017). Yaygin 6rnekler arasinda termoasidofiller ve
haloalkalifiller bulunur (Gupta ve ark., 2014).

Ekstremofilik mikroorganizmalar, diinyadaki yagamin kokenleri hakkinda teoriler tiiretmek ve
erken evrim siireclerini anlamak igin arastirmalarin merkezindedir. Ozellikle adaptasyon
mekanizmalar1 oldukga ilgi ¢ekmektedir ve diinya dis1 yasam olasiliklar1 arastirilmaktadir.
Bunlarin yani sira ticari agidan da oldukca ilgi gérmektedir. Ornegin asidofilik organizmalar
sirke veya sitrik asit liretiminde kullanilmaktadir (Stolz, 2017). Petrol bazli plastik tiretimi
yerine extremofiller kullanilarak biyoplastik {iretiminde kullanilabilir. Ekstremofilik
organizmalardan elde edilen enzimler tibbi ve biyoteknolojik arastirmalarda kullanilmaktadr.
Extremofillerin DNA polimerazlariin kullanilmasi, PCR otomatik versiyonunun iiretilmesini
miimkiin kilmistir. Baz1 ilaca direngli enfeksiyonlarda alternatif tedavi olarak kullanilabilecegi

ongoriilmektedir (Coker, 2016).

Tablo 4.2. Farkli organizma gruplari i¢in temel biiylime ortamlari

Cevresel Faktor Biiylime Ortami Organizma Cesidi
Sicaklik >60°C Termofil
>80°C Hipertermofil
<10°C Psikrofil
pH Degeri <pH 3 Asidofil
>pH 9 Alkalifil
Tuz
Konsantrasyonu >0,6 M NaCl* Halofil
Basing > 1 Atm Piezofil (Barofil)
_ Yiiksek UV 1s1n, y
Iyonize Radyasyon radyasyonu Radyotolerant

*NaCl: Sodyum Kloriir
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4.3.1. Termofil canhlar

Cogu mikroorganizma yalmizca 40°C civarindaki sicakliklarda biiyliyebilirken bazi
organizmalar farkli sicaklik araliklarina uyum saglamislardir (Taylor & Vaisman, 2010). Bu
nedenle organizmalar1 sekilde goriildiigli gibi biiylime sicakliklarina bagli olarak psikrofilik,

mezofilik, termofilik ve hipertermofilik olarak ayirabiliriz (Stolz, 2017).

Termofil

Mezofil Hipertermofil

Psikrofil

Blyume Orani

|
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Sicaklik Q)

Sekil 4.9. Sicakligin farkli organizma tiirlerinin biiyiimesi tizerindeki etkileri (Stolz, 2017)

Termofiller 45°C’nin iizerindeki sicakliklarda biiytliyebilen organizmalardir. Bakteri, arke veya
okaryot olarak dogada derin denizlerin hidrotermal bacalari, volkanik ortamlar, fumaroller,
gayzerler ve kaplicalar gibi yiiksek sicakliktaki ortamlarda bulunabilirler. Ayrica komiir atik
yigmlari, 1sitmali kompost tesisleri, sprey kurutucular ve jeotermal enerji santralleri gibi
insanlarin olusturdugu ortamlarda da varlig: tespit edilmistir (Ferrera & Reysenbach, 2007;
Urbieta ve ark., 2015; Zierenberg ve ark., 2000). Bu tiir sicak ortamlarda gelismek i¢in
termofiller hiicrenin islevini ve stabilitesini koruyan c¢ok sayida fiziksel ve biyokimyasal

adaptasyona sahiptir (Ferrera & Reysenbach, 2007).

4.3.2. Hipertermofil canhlar

Hipertermofil canlilar genellikle 80°C’nin {izerindeki sicakliklarda en iyi sekilde biiyiiyebilen

organizmalardir (Rees & Adams, 1995; Schonheit & Schifer, 1995). Euryarchaeota sinifina ait

metanojen Methanopyrus Kandleri (Sekil 4.10) bilinen tiim canli organizmalar arasinda en
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yiiksek sicakliga (122°C) dayanabilen tlirdiir. Cogu arke olmakla birlikte bakteri ailesinden olan
hipertermofiller de (Aquiificaceae, Thermotogaceae vb.) vardir (Urbieta, Donati, Chan, Shahar,
Sin, & Goh, 2015). Hipertermofiller bulunduklar1 ortama gore pH, tuzluluk, bazi minerallerin
bilesimi gibi farkli cevresel faktorlere uyum saglayabilirler. Cogu, kemolitoototrofik beslenme
tarzina sahiptir. Inorganik redoks reaksiyonlarini enerji kaynagi olarak kullanirken, CO2‘i

organik hiicre materyali olusturmak i¢in karbon kaynagi olarak kullanirlar.

/
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Sekil 4.10. Methanopyrus Kandleri (Faz Kontrast Mikroskobu, 10um) (Kurr ve ark., 1991)

Hipertermofil hiicrelerin mikrometre 6l¢egindeki kiiciik boyutlar: nedeniyle sicak ortama karsi
1zolasyonla koruma saglamasi imkansiz goriinmektedir. Bu sebeple tiim hiicre bilesenlerinin
(lipidler, niikleik asitler, proteinler vb.) 1siya dayanikli olmasi gereklidir (Stetter, 1999).
Yapilan teorik ve deneysel caligmalarda hidrojen baglarinda, iyon iftlerinde ve tuz
kopriilerinde artig gézlemlenmistir (Vogt ve ark., 1997). Termofiller ve mezofillerden gelen
ferredoksinin yapisinda polar gruplar arasinda fazladan tuz kopriileri oldugu bulunmustur.
Ornegin termofil Pyrococcus furiosus’tan izole edilen glutamat dehidrojenazda tuz kopriileri
oldukga kararli bir ag olustururken, termofil olmayan Clostridium symbiosum’dan elde edilen
glutamat dehidrojenazda tuz kopriilerinin daha az ag olusturdugu goriilmiistiir. Termofil ve
hipertermofillere ait protein yapilarinda halka bolgelerin kisalmasi, daha fazla sertlik, siki
paketleme, o sarmali stabilizasyonu, kiiciik yiizey alani/hacim orani, daha fazla disiilfit bagi,
artan hiicre i¢i iyonik konsantrasyonlar ve artan katyonik proteinler rapor edilmistir (Kohli ve

ark., 2020; Vieille & Zeikus, 1996).
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Amino asitlerle proteinlerin yiliksek sicakliklardaki stabilitesi arasindaki iligki incelendiginde
termofiller ve hipertermofiller 100°C ve tizeri sicaklikta tutulmus, Val ve Leu’nun daha
termostabil amino asitler oldugu, ardindan Ile, Tyr, Lys, His geldigi ve 1siya en az dayanikli

amino asitlerin Asp, Glu, Arg ve Cys’in oldugu gozlemlenmistir (Jaenicke & Bohm, 1998).
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5. GEREC ve YONTEM

Protein Veri Tabani’nda bulunan tiim yapi dosyalar1 indirilmistir (27.02.2023, 198.997 dosya)
(www.rsch.org), (Berman ve ark., 2000). Yap1 dosyalarindaki SOURCE girdilerindeki veriler
ve hiperekstremofil canlilarin bir listesi (Tablo 5.1) kullanilarak hiperekstremofil canlilara
iliskin yap1 dosyalar1 belirlenmistir. Hiperekstremofil canlilarin listesi ¢esitli kaynaklar
taranarak olusturulmustur (Boone ve ark., 2001; Das ve ark., 2006; Fiala ve ark., 1986; Frock
ve ark., 2010; Hafenbradl ve ark., 1996; Li ve ark., 2010; Mikkelsen ve ark., 2006; Rose ve
ark., 2020; Segerer ve ark., 1986; Woese, 2012). Bunlarin iginden de daha iyi ¢6ziiniirliige sahip
olduklarindan X-151n1 kristallografisi yontemiyle yapilari elde edilmis yapilar belirlenmistir. Bu
yap1 dosyalarindan da global ve lokal hizalama algoritmalar1 kullanilarak (Needleman &
Wunsch, 1970; Smith & Waterman, 1981) dizisel benzerlikleri %25’ten daha yiiksek olan
yapilar elenmistir. Benzer yapilardan daha kisa olan diziler ve daha kétii ¢oziiniirliige sahip
yapilar elenmistir. Tiim asamalardan sonra kalan 869 yap1 dosyasi ¢alismanin veri seti olarak

kullanilmustir.

Tablo 5.1. Hipertermofil canlilar

Hipertermofil Adi Hipertermofil adi
Acidianus Pyrodictium
Aquifex Pyrolobus
Archaeoglobus Staphylothermus
Desulfurococcus Stygiolobus
Ferroglobus Thermococcus

Ignicoccus Thermocrinis
Metallosphaera Thermodiscus
Methanopyrus Thermofilum
Methanothermus Thermoproteus
Nanoarchaeum Thermosipho
Pyrobaculum Thermosphaera
Pyrococcus Thermotoga
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Veri seti igindeki yap1 dosyalarinda bulunan proteinlerin amino asit dizileri elde edilmistir. Bu
diziler kullanilarak amino asit frekanslar1 belirlenmistir. Aym1 sekilde yap1 dosyalarindaki
HELIX ve SHEET girdilerindeki veriler esas alinarak heliks ve tabaka bolgeleri ve bu
bolgelerdeki amino asitlerin frekanslar belirlenmistir. Bu veriler ekstremofil olmayan canlilara

iliskin proteinlerin verileri ile karsilagtirilmigtir.

Veri setinin elde edilmesinde ve frekanslarin belirlenmesinde kullanilan yazilimlar tez

danigmani tarafinda gelistirilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Amino Asit Frekanslarimn Karsilastirilmasi

Amino asit frekanslar1 protein yapisiyla ilgili tahminlerde Onemli bilgiler sunmaktadir.
Globiiler proteinlerle hipertermofil proteinlerin farklarmi belirleyebilmek i¢in yapilan
caligmalar ile elde ettigimiz veriler incelenip grafikler iizerinden bu bilgiler yorumlanmustir.
Globiiler proteinlere ait veriler (Tablo 6.1) ile ¢alismamizdan elde ettigimiz hipertermofil
proteinlere ait veriler (Tablo 6.2) karsilastirildiginda bazi amino asitlerin frekanslarinin farkli

oldugu goriilmektedir.

Tablo 6.1. Globiiler proteinlerin ikincil yap1 elemanlariin amino asit frekanslar

Amino Heliks (%) Tabaka (%) Halka (%)
asit Anti-
Genel o 310 Genel Birincil Paralel Paralel Genel
ALA 10,6 11,0 79 65 5,7 7,0 6,5 6,4
ARG 5,7 5,9 47 47 51 3,5 51 4,6
ASN 4,0 3,9 50 25 2,7 2,6 2,5 5,8
ASP 6,0 5,7 83 3.3 3,6 3,2 3,2 8,1
CYS 1,2 1,2 1,3 1,7 1,6 1,7 1,8 1,3
GLN 4,5 4.6 38 29 3,5 1,9 3,1 3,3
GLU 8,0 8,2 73 45 5,6 3,2 4.6 5,6
GLY 49 4.7 6,7 49 41 51 50 12,3
HIS 2,4 2,3 28 25 2,7 2,4 2,5 2,6
ILE 51 54 36 94 8,8 12,4 8,4 3,1
LEU 11,0 11,3 89 104 8,9 11,8 10,2 5,9
LYS 6,0 6,1 54 472 4,9 3,1 4.4 5,6
MET 2,5 2,6 19 22 2,0 2,4 2,2 1,6
PHE 4,0 3,9 43 6,0 5,9 5,9 6,1 3,0
PRO 2,8 2,2 6,9 20 2,6 1,4 2,0 9,6
SER 5,9 5,6 75 5.3 5,9 4,5 54 7,0
THR 4,7 4.8 44 6,7 7.1 6,0 6,8 5,9
TRP 1,5 15 19 20 1,9 15 2,2 1,2
TYR 3,4 3,4 3,7 51 4,9 4,2 5.5 2,7
VAL 5,6 5,8 3,8 132 125 16,1 12,3 42

(Nacar, 2023)
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Tablo 6.2. Hipertermofil proteinlerin ikincil yap1 elemanlarinin amino asit frekanslari

Amino Heliks (%) Tabaka (%) Halka (%)
asit Genel o 310  Genel Birincil Paralel Anti-Paralel Genel
ALA 8,7 9,0 57 6,0 51 6,9 5,8 4,6
ARG 6,4 6,5 5,8 4.8 5,3 3,4 55 51
ASN 3,4 3,3 4,0 1,9 1,9 2,0 1,9 4,9
ASP 5,0 4.7 7,5 3,0 3,5 2,9 2,9 7,4
CYS 0,6 0,6 0,7 0,9 0,6 1,0 0,9 0,9
GLN 2,2 2,2 2,0 1,3 1,6 1,0 1,4 1,7
GLU 11,6 11,6 10,8 6,3 8,8 3,7 7,0 8,2
GLY 49 4.7 6,7 51 4,2 5,3 5,2 13,0
HIS 1,7 1,7 2,1 1,7 1,6 1,7 1,7 2,3
ILE 6,8 7,0 4.6 12,7 11,1 15,4 11,7 4.4
LEU 11,4 11,6 9,5 9,2 7,7 10,4 9,1 6,0
LYS 8,5 8,6 7,6 5,8 7,4 3,8 6,4 7,8
MET 2,4 2,5 1,8 1,8 1,7 1,8 1,8 1,9
PHE 4.1 4.1 4.6 5,6 5,3 5,8 5,7 3,5
PRO 2,5 2,1 6,8 2,1 2,5 1,6 2,2 8,8
SER 4.8 4.7 5,6 3,7 4,0 3,3 3,8 5,3
THR 3,8 3,9 3,3 5,0 5,4 5,0 4,9 4,6
TRP 1,1 1,1 1,6 1,3 1,6 0,9 15 1,0
TYR 3,6 3,6 4.1 4.8 49 4,0 5,3 3,2
VAL 6,4 6,5 5,0 16,9 15,9 20,1 15,4 5,2

Tiim proteinlerin yapisina genel olarak bakildiginda hipertermofil proteinlerde Ala, Asn, Asp,
Cys, GIn, His, Pro, Ser, Thr, Trp frekanslar1 azalirken Arg, Glu, Ile, Lys, Val frekanslarinin
arttig1 goriilmektedir (Sekil 6.1). Diger amino asitler yaklasik olarak ayni orana sahiptir. Burada
en ¢ok degisim gosterenler Cys, Gln, Glu, Ile, Lys, Ser’dir.
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Sekil 6.1. Tiim proteinlerin amino asit frekanslari

Sekil 6.2°de goriildiigi gibi tiim helikslerde Ala, Gln en ¢ok azalan, Glu, lle, Lys en ¢ok artan
amino asitlerdir. Burada Glu’deki artis dikkat ¢ekmektedir.
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Sekil 6.2. Tiim heliks yapidaki proteinlerin amino asit frekanslar
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Alt tiirlerden o heliksde en ¢ok artisin gozlemlendigi Glu, lle, Lys en ¢ok azalmanin
gozlemlendigi Ala, Cys ve GIn amino asitleridir (Sekil 6.3).
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Sekil 6.3. a heliks yapidaki proteinlerin amino asit frekanslari
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Sekil 6.4’teki veriler incelendiginde 310 heliks yapida en ¢ok artis Glu, Ile ve Lys’de, en ¢ok
azalma Ala, GIn ve Ser’de goriilmiistiir.
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Sekil 6.4. 310 heliks yapidaki proteinlerin amino asit frekanslar
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Tabaka yapisina genel olarak bakildiginda Sekil 6.5’te goriildiigii gibi en ¢ok artan Glu, Ile,
Lys, Val olup, en ¢ok azalan GlIn, Ser, Thr’dir.
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Sekil 6.5. Tiim tabaka yapidaki proteinlerin amino asit frekanslari

Birincil tabaka yapida en ¢ok artan amino asitler Glu, lle, Val, en ¢ok azalan amino asitler ise
Cys, GIn ve Ser’dir.
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Sekil 6.6. Birincil serit yapidaki proteinlerin amino asit frekanslari
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Sekil 6.7°de gorildiigii gibi paralel tabaka protein yapisinda en ¢ok artis lle, Val’de

gbzlemlenirken, diger amino asitlerde biiyiik bir azalma olmamustir.
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Sekil 6.7. Paralel tabaka yapidaki proteinlerin amino asit frekanslari

Sekil 6.8’de antiparalel tabaka yapisinda artis paralel yapida oldugu gibi Ile ve Val’de
goriilmektedir ancak bununla birlikte Glu’deki artis da dikkat ¢ekmektedir. Burada azalan
amino asitler ise GIn, Ser ve Thr’dir.
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Sekil 6.8. Antiparalel tabaka yapidaki proteinlerin amino asit frekanslari
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Sekil 6.9°da halka yapidaki veriler Glu, Lys i¢in artig, Ala, Gln, Ser, Thr i¢in azalma oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 6.9. Halka yapidaki proteinlerin amino asit frekanslari

Hiperekstremofil proteinlerin tamamina bakildiginda Glu, Leu, Val en ¢ok bulunan, Cys ve Trp
en az bulunan amino asitlerdir. Heliks yapisi incelendiginde en ¢ok bulunan amino asitler Glu,
Leu en az bulunan Cys’dir. Alfa heliks ve 310 helikslerde de benzer oran goriilmekle birlikte 310
heliks yapida Pro frekansinda ciddi bir artig goze ¢arpmaktadir. Tabaka yapisinda genel olarak
Val ve Ile en ¢ok bulunan amino asitler, Cys, GIn ve Trp en az bulunan amino asitlerdir. Tabaka
yapinin alt tiirleri olan birinci, paralel ve antiparalel yapilarda da en ¢ok ve en az goriilen amino
asitler degismemektedir. Burada Val frekansinin yiiksekligi dikkat ¢cekmektedir. Halka yapida

ise Gly en ¢ok bulunan, Cys ve Trp tabaka yapida oldugu gibi en az bulunan amino asitlerdir.

6.2. ikincil Yap1 Elemanlarinin Dagihim
Tablo 6.3 ve Tablo 6.4 incelendiginde hem globiiler proteinlerde hem de hipertermofillere ait
proteinlerde baskin ikincil yapisal elemanin heliks yapi oldugu goriilmektedir. Alfa heliks

bunlardan baskin olan alt tiptir. Ikinci en ¢ok gériilen yapisal eleman halka yap:1 olup, en az
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bulunan ise tabaka yapisidir. Globiiler proteinlerde tabaka yapisinda paralel serit en gok
bulunan alt tip iken, hipertermofil proteinlerde antiparalel serit daha ¢ok, paralel serit daha

azdir. Ayrica a heliks yapida az da olsa artis, halka yapida benzer oranda azalma goriilmektedir.

Tablo 6.3. Globiiler proteinlerde ikincil yap1 elemanlarinin dagilimi

Ikincil Yap1 Ortalama (%) StdD (%)

E Genel 429 20,6
= a Heliks 37,8 20,6
T 310 Heliks 5,2 3,4
. Genel 22,6 13,9
=< Birincil 40 3,3
'Es Paralel 13,7 12,8
Antiparalel 4,8 5,4

Halka 34,4 10,4

Tablo 6.4. Hipertermofil proteinlerde ikincil yap1 elemanlarinin dagilimi

Ikincil Yap1 Ortalama (%) StdD (%)

© Genel 47,7 16,6
= o Heliks 43,1 17,1
T 310 Heliks 4,6 3,2
= Genel 21,7 11,5
=< Birincil 40 2,7
'E Paralel 6,3 5,4
Antiparalel 11,0 10,6

Halka 30,6 8,4
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7. TARTISMA ve SONUC

Amino asitlerle proteinlerin yiiksek sicakliklardaki stabilitesi arasindaki iliski incelenen
deneysel bir ¢alismada (Liidemann ve ark., 1984) amino asitlerin termal stabilitesi
Val>Leu>lle>Tyr>Lys>His>Met>Thr>Ser>Trp>(Asp, Glu, Arg, Cys) seklinde siralanmustir.
Elde ettigimiz verileri inceledigimizde tiim proteinlerin yapisinda Ala, Asn, Asp, Cys, GIn,
HIS, Pro, Ser, Thr, Trp frekanslar1 azalmakta, Arg, Glu, lle, Lys, Val frekanslarinin artmaktadir.
Dolayisiyla Asp ve Cys aminoasitlerindeki azalma termostabiliteleri az oldugu icin, Ile, Lys,
Val amino asitlerindeki artisin da termostabiliteleri yiiksek oldugu i¢in oldugu sdylenebilir.
Ayrica heliks yapilarda Ile kalintisindaki artis sarmalda olusan bosluklar agisindan
degerlendirilebilir. Ile yan zinciri siklikla dort farkli rotamer konformasyonunu benimser. Bu
konformasyonel esneklik sayesinde protein ¢ekirdeginin paketlenmesi sirasinda olusabilecek
cesitli bosluklar1 daha iyi doldurabilir (Britton ve ark., 1995).

Arg kalintis1 sicakliga dayaniklilik agisindan alt siralarda yer almasina ragmen (Liidemann,
Bernhardt, Jaenicke, Koenig, & Stetter, 1984) artis gostermistir. Ancak Arg termofillerde
ikincil yapiy1 stabilize eden tuz kopriileri agisindan énemli bir amino asittir. Bununla birlikte
pKa degerinin (yaklasik 12) yiiksek olmasi dolayisiyla iyon ¢iftlerini ve yiiksek sicakliklarda
net pozitif yiikii daha kolay korur (Ahern & Manning, 1992; Mrabet ve ark., 1992).

Termofil Pyrococcus furious’tan izole edilen Glu dehidrojenazda tuz kopriileri oldukga stabil
bir ag olusturur. Oysa termofil olmayan Clostridium symbiosum’dan elde edilen Glu
dehidrojenazda tuz kopriilerinin daha az ag olusturdugu gézlemlenmistir. Bu durumun proteinin
stabilitesini sagladigr sonucuna varllmistir (Kumar ve ark., 2000). Bizim elde ettigimiz

verilerde de Glu frekansinin artis1 yapilan deneysel ¢aligmalarla uyumludur.

Yapilan bazi ¢aligmalarda termofillerde ve hipertermofillerde aromatik ve yiiklii amino asitlerin
sikliginda belirgin bir artig oldugu buna karsilik yiiksiiz kalintilarin sikliginda 6nemli derecede
azalma oldugu tespit edilmistir (Chakravarty & Varadarajan, 2002; Goldstein, 2007; Haney ve
ark., 1999). Literatiirle uyumlu olarak yiiklii amino asitler olan Arg, Glu, Lys’de artis ve yiiksiiz

amino asitler olan Gln Asn, His’de azalma goriilmektedir.
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Protein merkezi hidrofobik 0Ozellige sahiptir. Hidrofobik o6zelligin artigina bagli olarak
cekirdegin siki paketlenmesi ayni zamanda termostabiliteyi de artirir. Buna baglh olarak
proteinler daha az bosluklar icerir (Vieille & Zeikus, 1996). Calismamizda halka bolgelerinde
azalma goriilmesi heliks yapida artis goriilmesi siki paketlenmenin sonucu olarak goriilebilir.
Bununla birlikte halka bolgeleri protein yapisinin 1siya karsi en dayaniksiz bolgeleridir (Vieille
& Zeikus, 1996). Halka bolgelerindeki azalma ve heliks yapidaki artis proteinlerin daha sik1
paketlenmesini saglar, ayn1 zamanda ikincil yapilar1 da stabilize eder (Kumar, Tsai, &
Nussinov, 2000; Vogt & Argos, 1997; Watanabe ve ark., 1991). Ayni sekilde termofillerin
paralel yerine antiparalel yapi tercih etmesinin siki paketlenmeyle iligkili oldugu sdylenebilir.
Ayrica amino asitler agisindan bakildiginda heliks seven amino asitler olarak tanimlanmis Arg
(Kumar, Tsai, & Nussinov, 2000) artarken, heliks sevmeyen Cys, His, Pro (Kumar, Tsai, &

Nussinov, 2000) azalmustir.

Elde ettigimiz bulgulardan elde edilen bilgiler proteinin ikincil yapisinin biyofiziksel
ozelliklerinin anlagilmasini gelistirmek acisindan degerlidir. Ayrica bu bulgular ikincil yap1

tahmin algoritmalari i¢in 6nemli bilgiler saglayabilir.
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