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asadiguniz  dinyayt

ve evreni algilayisumiz

duyularimizla ve bilin-
cimizle suurlidir. Yani ne ka-
dar duyar, ne kadar tadarsak,
ne kadar goriirsek diinyamiz
da o 6l¢tide genisleyip zengin-
lesir. Duymadiklarumiz, tatma-
diklarumiz ve gérmediklerimiz
diinyamizda yer almaz, bizim
icin yoktur. Var olmadiklarint
distntr, farkina varmadan
dyle eksik yasariz. Insanoglu-
nun bilgiye ve yeniliklere olan
bitmek bilmeyen tutkusu onu
yeni diinyalart kesfetmeye ve
yasadigi evreni genisletme-
ye yoneltmistir. Bunun i¢in
duyularinin yetersiz kaldigt
durumlarda yeni cihazlar ve
yontemler gelistirip biyolojik

sinirlart nedeniyle algilamast-
nin olanaksiz oldugu evrenle-
re erismis, bilgisini ve bilincini
gelistirmistir. Mikroskop da
bdyle biz cihazdir, mikron dlce-
Jgindeki goremedigimiz evreni
bize gortntr kilar. Bu yazimiz-
da 151k mikroskobunun ¢ozu-
nurlik limitini Ernst Abbe’nin
1873’te koydugu sinirin altina
¢ekmeleri ve fluoresan mik-
roskobu da mikrometre (um)
¢Ozunurlik araligindan nano-
metre (nm) ¢Ozunurlik ara-
lldmna tasima yolundaki calis-
malart nedeniyle 2014’te No-
bel Kimya Odiilitne layik go-
riillen Eric Betzig, Stefan Hell
ve William E. Moerner’in ¢a-
lismalarint ve stiper ¢Ozunur
mikroskoplart konu aliyoruz.



Eric Betzig

Isik Mikroskobu ve
Cozunurluk Surt

Modern zamanlarda arastirma
laboratuvarlarnindaki cihazlar ve kul-
lanilan yontemler o kadar karmagik
hale gelmistir ki bunlara kullanisl ve
bir 6l¢tide anlamlibir isim verebilmek
icin bu cihazlan ve yontemleri tarif
eden kelimelerin sadece bas harfle-
rini kullanmak gerekir: Ornegin LA-
SER, NMRI, TIRE. Ancak mikroskop
bu agidan farklidur, yani tek kelimelik
ismi cihazin tim islevlerini tanmum-
lar: “Mikroskop” mikron 6lcedindeki
yapulart gérmeye yarayan cihaz. Mu-
tevazt ismine karsin mikroskobun
Oyle sira dist bir islevi vardwr ki, 17.
yuzylda Antonie van Leeuwenhoek
tarafindan icat edilmesinden sonra
basta biyoloji olmak tizere hemen he-
men tum alanlarda bilime ve uygar-
llgumiza devasa katkilar saglamistir.
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Stefan Hell

Ornegin bilesik mikroskobun
mucidi Robert Hooke mantar sise
tipasindan Kestigi ince dilimi mik-
roskopta incelerken goérdigu delikli
yapticin ilk defa “hticre” terimini kul-
lanmustir. Daha sonra bu kavram mik-
roskop sayesinde biyolojiye uygulan-
mis ve canlilarin fonksiyonel birimi-
ni tammlamak i¢in kullamlmistir.
Mikroskop olmasaydi bugtnku sira-
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dan “hucre”, “mikrop” gibi kelimeler
dilimizde olmayacaktt. Isitk mikrosko-
bu essiz islevi nedeniyle guinumuzde
en karmasik laboratuvarlardan en
mutevazi olanlarina kadar istisnasiz
her yerde kullanilmaktadir. Kurgusu-
nun basit, kullanumumnn kolay ve ma-
liyetinin dusuk olmasinin yant sira
kontrast olusturmak i¢in kullanilan
1sidin  elektromanyetik dalga tayfi-
nin iyonize edici olmayan gorunur
bandindan geliyor olmast 151k mik-
roskobunun en buyuk avantajlardir.

William E. Moerner

Tek bir nokta 15tk kaynaginin kirinim nedeniyle
objektif merceginde olusan gorlntisu. Sol Ust
lateral dtizlem, sag Ust dikey duizlem. Coztn(r-
lik sinirina kadar yaklastiriimis iki nokta 1sik
kaynagi (alt sol) ve bunlarin mercekteki gortn-
tlleri (alt sag).

Antonie van
Leeuwenhoek




Yipraticy, zarar verici olmamast yani
noninvazif 6zelligi nedeniyle 151k
mikroskobu kolaylikla canlt dokula-
rave hlicrelere uygulanabilir ve biyo-
lojik stirecler gercek yasam dongu-
su i¢inde takip edilebilir. Bu tstun-
luklerine karsin 151k mikroskobunda
temel bir kisitthilik vardur: Cozunur-
lik. Elektromanyatik dalgalar fiziki
Ozellikleri nedeniyle hem pargacik
hem de dalga gibi davranmr. Elekt-
romanyatik tayfta dalga boyu kisal-
dik¢a parcacik karakteri, uzadik¢a
da dalga karakteri one ¢ikar. Aynen
bir yariktan gecerken oldugu gibi,
151k objektif mercedinden gecerken
dalga karakteri nedeniyle kirtnima
ugrar. Bu nedenle 0,2 um’den daha
kuguk yapilar stk mikroskobunda
aywrt etmek mimkiin dedildir. Buna
Abbe’nin ¢OzUnurlik swnirt denir.
Bu swinur kritik bir degerdir, iki kat
iyilesse ve ¢ozunurlik st yartya
inse 100 nm buyukligindeki bazt
polimer yapilart gormek mumkun
alabilir, on kez iyilesse 20-30 nm bu-
yukligundeki proteinler goruintile-
nebilir yani molekiiler ¢6zlinirlige
ulastlabilir. Aslinda elektron mikros-
kobu ile elektron sinlart kullanarak
151k mikroskobundan 1000 kat daha
yuksek ¢Ozunurlukte goruntu elde
etmek mumkundur. Ancak elekt-
ron 1sinlart o kadar gugludur ki
kontrast olusturmak i¢in biyolojik
Ornedin metalle kaplanmast gerekir.

karinca
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sag kili

memeli hlicresi

Metalle kaplanan 6rnedin canlt kal-
mast mumkin olmadigindan bu
yontemi pratikte canlt htcrelere
uygulamak miimkiin degildir. iste
tam bu noktada arastumactilara “isik
mikroskobu gibi zararsiz bir mikros-
kop olsa ve ¢Ozinirligi ondan 10
veya 100 kat fazla olsa, nasil olur?”
diye sorulsa eminim hepsi “stiper
olur” diye cevap verecektir.

Bu yazimizda super ¢Ozunur
fluoresan mikroskoplarin gelisimi
ve Nobel Kimya Odiili'ne giden yol
anlatiliyor. Ancak teknik detaylara
gecmeden 6nce mikroskop objektif
mercedginde kuinim, gli¢ dagilum
fonksiyonu ve fluoresan ilke kav-
ramlarint kisaca gOzden gecirmek
gereKir.

Bir yariktan gecgen 151k 1sinlart
dalga o6zellikleri nedeniyle kirinima
ugrar. Benzer sekilde objektif mer-
ceginde de kirinum deseni olusur.
Bir nokta 1stk kaynagina objektif
mercekle bakacak olursak nokta
seklinde bir gorintd olusmadigint
goruruz. Kuinum nedeniyle ortada
bir merkezl aydinlanma ¢embe-
ri ve onun etrafinda ardisik halde
sonme aydinlanma halkalarindan
olusan bir girisim deseni gorulur.
Yani odak noktast aslinda bizim ge-
ometrik optikte varsaydigimiz gibi
sonsuz kugcuklikte bir nokta degil
lateralde ¢ember, dikeyde ise elips
ile stmurlt bir aydinlanma bolgesidir.

bakteri mitokondri

Bilesik mikroskobun mucidi
Robert Hooke mantar sise
tipasindan kestigi ince dilimi
mikroskopta incelerken
gordugu delikli yapt i¢in

ilk defa “hticre” terimini
kullanmustir.

Kurtnum deseninde olusan merkezi
aydinlanma bélgesinin blyukligu
151k kaynaginin biytklagu ile iliskili
degildir. Belli bir biiytiklikten sonra
nokta 151k kaynagint ne kadar kii¢il-
tirseniz kigultin merkezi aydinlan-
ma bolgesinin boyutu degismeye-
cektir. Cozunurlik kavramt tanumi
geredi ayirt etme anlamina geldigin-
den belli bir boyuttan daha kuguk
cisimleri mikroskop gOruntulerin-
den ayurt etme imkant olmayacaktuir.

Objektif merceginde ¢ozunurllk sinirinin
hesaplanmasinda kullanilan
kirilma olgusunun geometrik gosterimi

Abbe’nin Kirinim Siniri (0,2 pm)

kiigtik molekdl

)

7 ‘~;‘_“
=

1 mm 100um

lllustration: © Johan Jarnestad/The Royal Swedish Academy of Sciences

10um lym

.



baslayarak Gottingen

Iki tane nokta stk kaynagumiz oldugu-
nu ve bunlan yavas yavas birbirlerine
yaklastirdigumizt diistinelim, belli bir
sinirdan sonra bu iki 151k kaynagina
ait goruntu birbirinin icine gececek
ve tek bir gortintu olarak algilanacak-
tir. Iki 6rnegin goriintiilerinden ayurt
edilebildigi son yaklasma mesafesine
“cozunurlik sinut” denir. Bu stnurin
altindaki cisimleri ¢ok kiigiik olmala-
rina ragmen ancak merkez{ aydinlan-
ma alant biiytkliginde, eder birden
fazla cisim varsa tek bir cisim olarak
gorunttleyebiliriz. Her iki durum da
¢OzUnurligin yetersiz oldugu sartla-
i agik¢a tanumlar.

Ernst Karl Abbe
(1840-1905)
Alman fizikgi ve
sanayici. 1861'den

Universitesi'nde
kuramsal

fizik profesorligu
ve gozlemevi

yoneticiligi yapmistir.

Unlii Alman fizik¢i Ernst Abbe,
mikroskop mercedinin ¢ozinurlik
stnrlarnint veren denklemi en yalin
haliyle s=A / 2 seklinde ifade et-
mistir. Denklemin giincel hali s=\ /
(2nsin(0)) veya s=0,61 A /(nsin(0))
seklindedir. Burada A 1s1gin dalga
boyunu, nsin(6) ortamin kirma indi-
si ile odak konisinin merkezi eksen-
le yaptigt a¢inin sintisiiniin ¢carpumi-
nu verir. Ikinci terim niimerik agiklik
(NA) olarak tanumlanur, bu durum-
da denklem s=0,61A/NA halini alir.
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GoOruldugu gibi ¢ozUnurlaga
artirmak i¢in alinabilecek onlemler-
den biri ortamin kirma indisini artur-
mak ve odak konisini genisletmektir.
Ornegdiimmersiyon yagina baturmak,
odak konisi genis buyuk mercekler
kullanmak ¢6zinurligu sinir degere
kadar ulastirabilir; bu da 0,2 pm’dir
ve Abbe’nin ¢6zinurlik sinurt olarak
ifade edilir. Yillar boyu bu sinirin 6te-
sine ge¢mek bir¢ok arastirmact i¢in
buyuk bir bilimsel tutku olmustur.

GOruldugu gibi merkezi aydin-
lanma alant yatay ve dikey eksende-
ki ¢6ztinarliga belirleyen en basat
unsurdur. Bu kisum gOruntulerin
olusturulmasinda birim yapt gorevi
gorur. Cisim ne kadar kugukse ay-
rintilant da o Ol¢ude detaylt olarak
goruntuye yanstyacaktir. Tersi du-
rumda ¢Ozunurluk kotulesecektir.
Fotonun bir objektif mercedi koni-
sinin belli bir bolgesinde bulunma
olastligunt veren denkleme “gii¢ da-
gilum fonksiyonu” denir. Fotonun
bolgesinde
bulunma olasitligt diger bélgelerde

merkezl aydinlanma
bulunma olastligindan milyonlarca
kat fazladir. Dolaywsiyla ¢oziUnurli-
gu artirmak i¢in yapiulacak miida-
halelerin bu boélgeye odaklanmast
gerekir. Doygun 151k kaynaklarinin
kullanidigt standart mikroskop-
larda buraya mudahale etmek pek
mumkin olmaz. Ancak fluoresan
mikroskoplar bu is i¢cin daha uygun
olabilir. Fluoresan ilkesine gore te-
mel yOrungede donen bir elektron
uygun dalga boyundaki 1sikla uyart-
lirsa, 1siktaki enerjiyi emip bir tst yo-
rungeye si¢rayabilir. Ancak elektron
yuksek enerjili bu yorungede kararlt
olmadigindan ustiindeki enerjiyi bir
1suma ile yayarak tekrar kararl yo-

rungesine duser. Bu olaywn butunu-
ne fluoresan doéngl denir. Uyart 1s1-
Jginn enerjisinin molekil tarafindan
alinmasina emilim, temel yorunge-
ye disme sirasinda olusan isumaya
da emisyon denir. Bu ilkeyle calisan
151k mikroskoplart fluoresan mikros-
kop olarak siniflandirtlir. Parlak alan
mikroskopisinde goruntd aydinlat-
ma 151ginin yansima ve sagilmastyla
olusan kontrast sayesinde olusurken
fluoresan mikroskoplarda cismin
kendi yaydigt emisyon 1s1gt sayesin-
de olusur. Uyart ve emisyon 1siklart
farkli dalga boylarinda olduklart i¢in
filtrelerle tamamen ayriuabili. Bu
durum ¢6zinarliga artrmak icin
Onemli iki alternatif sunar: Merkezi
aydinlanma bolgesindeki emisyonu
kisarak veya uyarilma bolgesini st-
nurlayarak ¢ozinurlaga iyilestirmek.



Her iki yontem de uzun ugraslar
sonucunda yakin zamanda hayata
gecirilmis ve molekiilleri gortintile-
yebilen stiper ¢oziintr mikroskopla-
rin mucitleri 2014 yilt Nobel Kimya
Odiilitne laywk gérillmiistiir. Bun-
dan sonraki kisimda mucitleri ve bu
iki yontemi gorecediz.

Stefan Hell ve
STED
Mikroskobunun
Gelistirilmesi

Stefan Hell 1962’de Arad’da (Ro-
manya) mithendis ve ilkokul 6gret-
meni bir ana babanin tek ¢cocugu o-
larak diinyaya geldi. Etnik kokenleri

nedeniyle ge¢miste slirgine maruz
kalan aile sadece bilgi ve deneyim-
lerini beraberlerinde goturebilecek-
lerini, bunlarin kendilerinden ali-
namayacadunt biliyor ve bu nedenle
egitime cok 6nem veriyordu. Anne-
sinin Ogretmen olmast sayesinde
erken yasta okumayl 6grendi. Bilim
insant olmaya cok kiiciik yasta karar
verdi. 14 yasinda Timasoara Nikolaus
Lenau Lise'sine kabul edildi.

Okulun idealist 6gretmenlerinin
egitimine ciddi katkist oldu. Ancak
0 zamanlar Romanya’daki rejimin
azinliklara karst sertlesmesi ve an-
nesinin hastaligi nedeniyle 1978’de
ailesiyle beraber Almanya’ya gocti.
Almanya’daki editim olanaklart mut-
histi, kendisine bir hedef koydu ve ya-
sitlarindan 1 yil erken mezun olarak
1981’de Heidelberg Universitesi’nde
fizik okumaya basladt. Baslarda cekir-
dek fizigine,daha sonra goriintiilleme
aracglarina yoneldi. Bitirme tezini ha-
zirlarken optikteki agisal sitnirlamayt
kuramsal olarak test etti. Bu sayede
daha sonra 4Pi olarak gelistirilecek
olan mikroskop yonteminin kuramt-
nt gelistirdi. Lisanstst egitimi sira-
sinda hayatint kazanmak i¢in hoca-
stnin teknoloji sirketinde ¢alismaya
basladil. Buradaki isinden ¢ok mem-
nun degdildi. Daha sonra bir burs
kazaninca tekrar arastirmalarina yo-
gunlasma firsatint elde etti. Arastu-
malart sonucunda ¢ozinurlik sinirt
probleminin aradigt konu olduguna
karar verdi ve o glinden sonra hayati-
nt bu konuya adadt. 1990°da iki mer-
cekli sistem konusundaki arastuma-
larina dayanan doktora calismasunt
tamamladi. Ama tekrar igsiz kalmustt.
0 zamanlar Almanya’da geng aragtur-
maclilarin projelerine destek bulmak

amaciyla bagumsiz olarak basvurabi-
lecedi fonlar yok denecek kadar azdt.
Heidelberg’deki hocalariyla yazis-
malarindan birinde Prof. Christoph
Cremer kurinim sinurint asacak kadar
kiicik tarama halogramindan olu-
san kuramsal 4Pi yonteminden bah-
setti. Bu Hell’in diisiince sisteminde
buyulk bir etki yaratti ve hologrami
olusturabilirse ¢o6zinurligi sunrin
Otesine tastyabilecedini anladi. Bu
konu lzerinde 1993’e kadar calistL.
Aldigt burs bitmisti ve Alman aras-
tirma fonlarina basvurmak icin iste-
nen ozelliklere de sahip degildi. Tam
bu sirada daha Once birlikte calistigt
Finli gruptan Pekka Hanninen onu
Turku Universitesinden Prof. Erkki
Soini ile tamstirdi. 4Pi mikroskobu
gelistirmek i¢in bir proje haziurlayip
Turku’ya goc¢ etti ve orada calismaya
basladi. O zaman eldeki tek saglam
konu da buydu. Hell daha saglam
bir yontem arastirirken, fluoresan
durumlar arasindaki gecisin aradigt
fiziksel temel olabilecedinin farkina
vardl. Kisa bir arastirmadan sonra
kafasinda bir tir ters lazer de diyebi-
lecedimiz uyarilmis emisyon sondiir-
mesi ilkesi (stimulated emission dep-
letion, STED) olusmustu. Kisa bir he-
sapla bunun mimkin olabilecedini
de gordl. Ancak bu ilkeyi Turku’da-
ki imkanlarla hayata gecirmek pek
milmkiin degildi. Once patent bas-
vurusunda bulundu ve daha sonra
kuramsal c¢alismalara basladi. STED
yontemiyle ilgili kuramsal calisma-
sint bir fizik dergisine goénderdi ama
sonu¢ olumlu olmadt. Daha da vahi-
mi her ortamda STED yontemini an-
latmasina ragmen o dénemde kimse
STED yoOntemini kendi laboratuva-
rinda test etmeyi disunmedi bile.

81



Birinci uyari 1s1g1

A B

Uyarilmisg
hacim

ikinci séndiirme uyarisi
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Kalan
uyariimis
hacim

Kayit

STED ilkesinin grafik anlatimi (iistte) ve ilk makalede kullanilan fotograf.
Ayni 6rnegin konfokal (solda) ve 3 kez daha yUksek ¢oztintrlikte STED ile elde edilmis
gorlntisu (sagda) (Hell ve ark., PNAS, Sayi 97, s. 8201-8210, 2000.)

1995’te yaptiklart bir proje basvu-
rusu da reddedildi. Bu durumda
is basa dusti. Hell 4Pi mikroskobu
Uzerindeki patent haklarini, Turku
Universitesi'ne 100.000 dolar arastir-
ma bursu vermeleri karsiiginda bir
Fin teknoloji sirketine sattt. Turku ¢a-
lismalart Hell’in hayatinda en 6nemli
asamalardan birini olusturur. 1996’da
calismalarint Heidelbeg’de eski ho-
calarina basart ile sundu. Bu sunum
sayesinde Almanya’da gecerli olan
bir tr dogentlik sinavt olan habilita-
tion asamasint gecti. Boylece Alman
makamlarina fon basvurusu yapma
ve resmi olarak doktora &grencisi
kabul etme imkanint yakaladi. Bun-
dan sonrast daha kolaydi, 1996’da
Gottingen’de bir gdreve atandi, bu
arada Alman Arastirma Bakanliginin
fonlarina yaptigt basvurular hep red-
dediliyordu. Ancak sonunda hakem-
lerin muhalefetine ragmen ulusal
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arasturma destek kurumu idari karar
alip projeye fon sagladi. Bu uygun
ortamda Hell hizla sistemini gelistirdi
ama ilk arastrma sonuglarnt iceren
makalesi 6nce Nature sonra Science
tarafindan reddedildi. Sonunda 2000
yiinda Proceedings of the National
Academy of Sciences’da (PNAS) ilk
STED makalesi yayumlandt. Bu arada
kendisine Max Planck Enstittisii’nde
kalict bir kadro verildi. Ancak super
¢6zUnurligu kabul ettirmek kolay de-
gildi. 2003’te Nature dergisine yolladi-
gt baska bir yayin daha reddedildi.
Tim bu karmasa 2006’nin sonunda
duruldu ve STED tim akademik ca-
mia tarafindan Abbenin ¢oziinirlik
simirinin Gtesine gecen bir yontem
olarak benimsendi. Bugiin STED {tize-
rindeki patent stiresi bitmistir, piyasa-
da tak calistir seklinde, hicbir ek ayar
veya Ozel yapiulmis parca gerektirme-
den kullanilabilen cihazlar vardiw.

Stefen Hell’in kendine ve bilgisine
olan sarsilmaz inanct ve azmi saye-
sinde insanlik bu imkana kavusmus-
tur. Hell, halen Max Planck Enstiti-
si’'ndeki gorevine devam ediyor ve
baska gorevlerinin yant sira geng
arastirmacilarin  riskli projelerine
destek olmak amaciyla olusturul-
mus bir fonun da yoneticisi.

STED mikroskobunun temel c¢a-
lisma ilkesi fluoresan déongliye miida-
hale ederek merkezi aydinlanma bol-
gesindeki emisyon hacminin distan
ice dogru sOndurilerek kii¢ultilme-
sidir. Lazer 1sint, mikroskop altinda
nokta 151k kaynagt olarak kullanilabi-
lir. Lazer 1sut kullanimast durumun-
da, nokta 151k kaynagt 6rnek icinde
belli bir noktayt aydinlatacak ve ora-
daki fluoresan molekdlleri uyaracak-
tir. Dolayistyla merkezl aydinlanma
bolgesindeki fluoresan molekiiller
uyartdmis duruma gececektir. Uyartl-
mis elektrona kendi enerjisine esit
bir 1sin uygulanirsa elektron emisyo-
na gecip temel yoringeye diiser. Bu
durum zaten lazer ilkesinin de teme-
lini olusturmaktadir. Ancak uyarilmis
emisyon sondirmesi ilkesi bir tur
ters lazer gibi calisir ve emisyonun
buyitilmesi yerine sondurilmesi
icin kullanitli. Simdi olaylart zaman-
lamalart ile birlikte tekrar gozden
gecirelim. Lazer uyarist ile merkezi
aydinlanma bolgesindeki fluoresan
molekilleri uyardigumizt diistinelim.
Tam elektronlar Gst yoriingeye pom-
palandi. Eder mudahale etmezsek
bunlar zamanla fluoresan emisyon
yaparak temel yoriingeye diisecektir.
Ancak bu ilk lazerden sonra, uyartl-
muts molekulleri emisyon dalga boyu-
na sahip ikinci bir lazer ile tekrar uya-
rirsak hepsini aninda séndiirebiliriz.



Bu ikinci uyart 1sigint bir maske
seklinde gonderdigimizi yani 1s1gin
merkezl aydinlanma bdélgesinin ¢ev-
resini hedef aldigint ve ortasint vur-
madigunt dastintrsek, merkezi ay-
dinlanma boélgesinin dis kabugunun
hemen emisyon yapip séndiguini
ortastnin ise uyarilmis durumda
kaldigunt goriirtiz. Sondirilmemis
kisum daha sonra dodal seyri i¢inde
fluoresan emisyon yaptiginda, bu
kisim ilk merkezl aydinlanma bolge-
sinden ¢ok daha kiiciik oldugundan
cismin ¢ok daha ylksek ¢Ozinir-
lGkla gorintileri ortaya ¢ikacaktr.
STED ilkesi ile merkezl aydinlanma
bolgesi stuper kugultildiga icin
molekiiler ¢6zinlrlige ulasmak
muimkindir. Burada en énemli tek-
nolojik siur lazerlerin zamanlamast
ve maske uyarisimn sentezidir. Ilk
baslarda STED sadece lateral (yani
XY) dizleminde c¢ozUnirlik artist
saglamak icin tasarlanmistir. Daha
sonra gelistirilmis ve Z ekseninde de
¢OzUnurlik artutlmstir.

William E. Moerner,
Eric Betzig ve PALM
Mikroskobunun
Gelistirilmesi

PALM (Photoactivated Localiza-
tion Miscroscopy) mikroskobu stiper
yer bulma ilkesine gore ¢alismakta-
dir. Bu sistemin gelistirilmesi i¢in
uygun fluoresan problarin bulunma-
st ve sistemin PSF basina tek bir mo-
lekll diisecek sekilde tasarlanmast
gerekmis, bunlar da sirastyla William
E. Moerner ve Eric Betzig tarafindan
hayata gecirilmistir. Biz de bu siraya
uyarak devam edecegiz.

1953’te
William E. Moerner’in ¢cocuklugu Tek-

Kaliforniya’da dodan

sas’ta,blylikaile ortaminda gegmistir.
Annesi Ingilizce 6gretmenidir. Baba-
st Once matematik ve fizik okumak
istemis ancak Ikinci Diinya Savast ne-
deniyle Hava Kuvvetleri’ne katilmus,
daha sonra yine Hava Kuvvetleri’'nde
fotografct olarak calismustur.

PALM
mikroskobunun
temel isleme
ilkesi.

Ustte

(soldan saga sirayla)
tek bir molekdle

ait emisyon isimasinin
gorintdsd, bundan
elde edilen siddet yer
grafigi ve merkezin
belirlenmesi.

Altta,

tam bir PSF’den tek
bir molekilin yerinin
tespit edilmesi.

Betzig’in Harald ile birlikte oturma odasinda
insa ettigi ilk PALM mikroskop

William Moerner'in bilime ve
teknolojiye ilgisi ilkokulda kendisine
hediye edilen telsiz seti ile baslamis-
t1. Okuldaki proje yarismalart ve evin
arka bahcesindeki barakada yaptigt
deneyler sayesinde tim genclik yul-
lart bilim ve arastirma ile gegti. 1970
yazinda Loyola Universitesi’nin dii-
zenledigi yaz bilim kampt genclik
yillarinin en onemli bilimsel deneyi-
miydi.Washington Universitesi’nden
tam burs alarak mithendislik egitimi
almak tizere Teksas’tan ayrildi. Katt
hal fizigine duydugu ilgi nedeniyle
Cornell Universitesi’nde doktora egi-
timine basladi. Burada ¢ok 6nemli
bilim insanlaryla birlikte calisma
imkant buldu ve 1981’de doktorasunt
tamamladl.. O dénemde fiziko-kim-
ya konularyla ilgilenmeye basladt.
Daha sonraki IBM’in arasturma la-
boratuvarlarinda ¢alismaya basladt.
Bu arada hayatinin askt Sharon ile
tanistt ve 1983’te evlendiler. 1989’da
yaptigt ilk calismada st helyum
icinde tek molekile ait absorpsi-
yon olgusunu Ol¢tli. Benzer bir se-
kilde molekiller soguk ortamda
seyrek bir sekilde yerlestirildiginde
tek bir molekiulden kaynaklanan
emisyon standart genis alan mik-
roskobunda gOriintiilenebilecedini
diistindl. Bu fikir dogruydu ve test
edilmeliydi. Ancak 1990’li yullarda
IBM’de isler iyi gitmemeye basladu.
Moerner tekrar akademide is aradt.
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California Universitesi’'nde calisma-
ya baslayinca yesil fluoresan protein
(GFP) tizerinde calisan ve 2008’de
Nobel Kimya Odiilii kazanacak olan
Roger Tsien ile tanisti. GFP varyant-
larinda yaptigt calismalar ile fluore-
san molekullerde durumlar arasinda
gecisin kontrol edilebilecedini ve bu
sayede her bir molekilin birer mo-
lekiler lamba olarak kullanilabile-
cegini gosterdi (1997). Daha sonra
Stanford Universitesi'ne gecti ve tek
molekiil goriintilleme calismalarina
orada devam etti.

Eric Betzig Universite sehri
Michigan’da 1960’ta dogdu. Aile-
sinde akademisyen yoktu ama aile
bireyleri c¢ok c¢aliskan ve rekabet
etmeyi seven Kkisilerdi. Gen¢ yas-
tayken bir arkadasinin bilim insa-
nt olan babast onu ¢ok etkilemisti.
Onun sayesinde Bilim Postast isimli
bir kuliibe yazilmis ve her hafta yeni
bir deney getiren postacinin yolunu
bekler olmugstu. Daha sonra egitim
hayatt boyunca ¢ok c¢aliskan bir 6g-
renci olmus, okul tarihinde biyoloji
dersinden hi¢ kimsenin alamadigt
A+ notunu alarak bir rekor kumis-
t1. Kaybetmeyi sevmeyen bir yapist
vardl. Orta egitimden sonra Cali-
fornia Teknoloji Enstitiisi’nde fizik
okumus ve 1983’te mezun olmustu.
Cal-Tech’in ¢ok iyi bir okul olmasina
ragmen orada kuramsal egitimin
One ¢ikmast nedeniyle, o zamanlar
uygulamali fizik programt veren
ender okullardan biri olan Cornell
Universitesi’nde doktora calismala-
rina baslamistt. Burada Aaron Lewis
ve Mike Isaacson ile tanisinca stiper
¢Ozunur mikroskop dunyasina gi-
den yola ¢tkmus oldu. ilk calismalart
yakin alan mikroskopisi Gizerineydi.
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Sabahlart 4:30’da ¢alismaya baslama-
sina ve hi¢ ara vermeden devam et-
mesine ragmen uzun bir stire dene-
meleri hep basarisiz oldu. Daha sonra
elindekileri toplayip gercek bir fizikci
gibi hatanin nerde oldugunu bulma-
ya ve probleme uzaktan bakarak ger-
¢ekei bir sekilde ¢c6zmeye yogunlastt.
Bu sayede tarayict ucu gelistirip tara-
ma cithazim uretmeyi basardi. Bunu
1992’de basariyla canlt hiicrelere uy-
guladt. 1989’da Moerner tek moleki-
1l sogukta gortintiilemeyi basarmis-
tt ama oda sicakliginda bunu basa-
ran henliz yoktu. Yaptigt yakin alan
tarama cihazt ile tek molekiilden
kaynaklanan emisyonu goriintiiledi-
ginde, 1s1g1n bir top gibi degil de yay
gibi yayudigint ilk goren Kkisi oldu.
Ancak yakin alan mikroskobu dogast
geredi sadece ytizeylerde etkin calist-
yordu ve hiicre gibi diizensiz sekilli
yapilara uygulanmast da hemen he-
men imkansizdil. Bu nedenle bir stire
umutsuzluga disti. Ayrica 1994’te
Bell Laboratuvart da kapanacakti.

Bu nedenle bir stire bilimsel
arasturma calismalarina ara verdi
ve evde kizi Kriya’ya bakmaya ve
ara swra da babasinin sirketinde ¢a-
lismaya basladi. Bir guin kizint gez-
dirirken molekillerin yerini belir-
lemenin siper c¢ozinlrlige giden
yol olabilecegdini diisiindl. Bu arada
babasinin yanina tasindilar ve onun
fabrikasinda istedigi gibi arastirma
yapma imkanina kavustu. Ancak sa-
nayi Uretim alaninda aradigun bula-
maynca babasinin yanindan ayrildt.
Tekrar bilimsel makaleler okumaya
ve fizik bilgilerini yenilemeye bas-
ladi. Arastirmaya geri donme kara-
rinda GFP (green fluorescent protein)
kesfi ¢ok etkili olmustu. Kafasinda
siper ¢OzUnturlige giden yolu bul-
duduna inamyordu, kisa bir patent
basvurusu yaptl. Dostu Harald ile
beraber her ikisi ceplerinden 25.000
dolar koyarak 50.000 dolar biitce
ile ilk PALM mikroskobu evlerinin
oturma odasinda Urettiler. 2006’da
Science dergisinde ilk yaywnlart ¢iktt.

GFP isaretli
lizozomal
proteinlerin
gorintiisii.

A normal
mikroskopla,

B,Cve D

PALM ile elde edilmis
goruntdler.

D’deki 6lgu gizgisi
Abbe’nin

limitine esittir.

(Betzig ve ark.,
Science, 2006)



Bu arada laboratuvart da evden Ho-
ward Hughes Arastirma Kampiisi’ne
tasidilar. PALM mikroskopisi 2008’de
Nature Methods dergisinde yilin yon-
temi secildi.

PALM mikroskobunun temel il-
kesi stper yerlestirme lizerine kur-
gulanmistir. Her seferinde cok az
saylda foton yollanarak ¢ok az sayt-
da ve seyrek dagilumlt fluoresan mo-
lekiil uyartlir. Sonucta molekiller
tek tek uyarildiklarindan arka plan
guriltist olmayacaktir. Bunlardan
yayllan emisyon kaytt edilir. Bu du-
rum binlerce kez tekrar edilir. Eger
bu resim takimlart bu amacla filtre-
lenecek olursa, stiper ¢ozUnurlikla
gorintiler elde etmek mumkin
olacaktir. Gli¢ dagulum fonksiyonu
(PSF)
aydinlik siddetinin molekiliin yer-
lestigi yerde olacagt agiktir. Ardisik
tekrarlarla her gi¢ dagium fonk-

incelendiginde maksimum

siyonu i¢in tek bir molekiiliin yeri
belirlendiginde gli¢ dagilim fonksi-
yonu basina tek bir molekiile, diger
bir ifade ile molekiiler diizeyde si-
per ¢ozunturlige ulasmak mimkin
olur. PALM yonteminde merkezi
aydinlanma bdlgesine midahale
etmek yerine bu bolgedeki isuma sa-
yisint tek molekiille kisitlama yakla-
sumt 6n plana ¢ikmustir. Tekrar ifade
etmek gerekirse PALM dijer yon-
temin aksine bir stiper yerlestirme
yontemidir.

Sonugta biri merkezl aydinlan-
may1 baskilayp kiiciiltme digeri ise
tek molekiile ait 1stmayt stiper yer-
lestirme seklinde &zetlenebilecek
farkli iki bilimsel yaklasimla fluore-
san mikroskopi yontemi devrimsel
Olctde gelistirilerek, Abbe’nin ¢6zl-
nurlik sinirinin Gtesine tasinmustir.

Bilimsel yaklasimlart farklt olmasina
ragmen aynt hedefe yonelen bu biri
Avrupalt digeri ABD’li iki grup 6nde-
rinin hikayeleri ise adeta birbirinin
kopyasidir. ikisi de ¢ok zorlu egitim
streclerinden ge¢mis ve hayatlarint
tek bir amacin etrafinda diizenlemis-
tir. Amaglarina ulasmak i¢in ¢ok kez
go¢ etmek zorunda kalmislardir. Ye-
nilik¢i yaklasumlarn nedeniyle proje-
leri ve makaleleri sik¢a reddedilmis-
tir. Isin belki de en ilging kismut ileri
yaslarinda her ikisi de sistemlerini
gelistirmek icin gerekli parayt kendi
birikimlerinden saglamis olmalidir ki
bu gergekten saygiyt hak etmektedir.

STED ve PALM sistemleri gelisti-
rilmeye devam ediliyor. Bu yontem-
ler ilk baslarda sadece bazi dnemli
merkezlerde mevcutken, ginimuz-
de her iki yOntemin gelistirilmis
modelleri tak ¢alistir seklinde higbir
Ozel ek parca gerekmeksizin calisa-
cak sekilde ticari olarak temin edi-
lebilir haldedir. Maalesef tilkemizde
heniliz bulunmayan bu goériintiileme
yontemleri 6zellikle biyoloji alanin-
da ¢ok 6nemli gelismelere yol agcmis-
tir. Ontimiizdeki yillarda siiper ¢ozii-
nurlikli mikroskoplarin yayginlas-
mastyla bu etkinin daha da artmast
beklenmektedir. B
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