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2017 Nobel Kimya Odiili,

yasamin molekiillerinin ti¢ boyutlu
goruntulerini olusturmaya

yarayan etkin bir

yontem gelistirmelerinden dolayt
Jacques Dubochet, Joachim Frank ve
Richard Henderson’a verildi.

Bilim ve Teknik Aralik 2017

Bugtin arastirmacilar kriyoelektron
mikroskopisini kullanarak
biyomolekiilleri hareket halindeyken
dondurabiliyor ve onlart atomik
¢ozunturlikte goruntiileyebiliyor.

Bu teknoloji biyokimyada

yeni bir ¢agin baslangici oldu.



Joachim Frank

1940’ta (Siegen, Almanya) dogdu.

Doktora derecesini 1970’te Almanya’daki
Minih Teknik Universitesi’nden aldi.
Halen New York’taki (ABD)

Columbia Universitesi'nde Biyokimya

ve Molekiler Biyofizik ile Biyolojik Bilimler
bolimlerinde profesor.

Jacques Dubochet

1942'de (Aigle, isvicre) dogdu.
Doktora derecesini 1973’te
isvicre’deki Cenevre ve

Basel Universitelerinden aldi.
Halen isvicre’deki Lozan
Universitesi’nde

fahri biyofizik profesord.

Richard Henderson

1945'te (Edinburgh, iskocya) dogdu.
Doktora derecesini 1969’da

Birlesik Krallik’taki

Cambridge Universitesi’nden ald.
Halen ayni Gniversitedeki

MRC Molekler Biyoloji
Laboratuvarrnda

program lideri.
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Gectigimiz birkag yul icinde bilimsel literatir
yasamin molekiiler diizeneklerinin

yapisint gosteren hayranlik uyandirict
gorunttulerle dolup tastt (Sekil 1):

Salmonella bakterisinin hiicrelere saldirmak
icin kullandidt enjeksiyon ignesi;
kemoterapiye ve antibiyotiklere diren¢ saglayan
proteinler; sirkadiyan ritmleri yoneten
molekiler kompleksler; fotosentezde 1s1gin
sogurulmasint saglayan tepkime kompleksleri
ve isitme strecinde rol oynayan bir

basing algilayict. Bunlar bugiin kriyoelektron
mikroskopisi (cryo-EM) kullantlarak
goruntilenen yizlerce biyomolekiilden
sadece bazilart.

Arastirmacilar Brezilya’da kendini beyin
hasarli bebek dogumlariyla gosteren salginin
sorumlusunun Zika virtisi oldugundan

stiphe ettiklerinde virtisi goériintiilemek icin cryo-

EM’e basvurdu. Birkag ay i¢inde virtisiin atomik
¢Ozunurlikteki tic boyutlu

yapisint gosteren gortntiler elde edilmis

ve arastirmacilar ilaglar i¢in potansiyel

hedefler arama imkant bulmustu.

Jaques Dubochet, Joachim Frank ve

Richard Henderson cryo-EM’in gelistirilmesini
saglayan ¢igir agict kesifler yaptt.

Yontem biyomolekilleri gériintiillemeyi

her zamankinden daha kolay hale

getirerek biyokimyada yeni bir ¢igir actt.

Sekil 1.

Gectigimiz birkac yil icinde arastirmacilar ¢ok sayida
karmasik protein kompleksinin atomik yapilarini yayimladi.
a. Sirkadiyan ritmi yoneten bir protein kompleksi

b. Kulakta basing degisimlerini algilayarak isitmemizi
saglayan bir algilayici

c. Zika virtist
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Yirminci ylizytn ilk yarisinda biyomolekiiller
-proteinler, DNA ve RNA- biyokimyanin
bilinmeyen topraklartydt. Bilim insanlart bunlarin
hiicrede temel gorevler Gistlendigini biliyordu
ancak neye benzedikleri konusunda

hicbir fikirleri yoktu. Biyomolekiillerin dalgalt ve
sarmalll yapilarinin goérintilenebilmesi ancak
Cambridge’deki arastirmacilar 1950’lerde protein
kristallerini X-1sinlart kullanarak incelemeye
baslayinca mumkun oldu.

1980’lerin basinda proteinlerin katt halde ve
¢ozelti icinde incelenmeleri i¢in

X-1sint kristalografisi kullanumt niikleer manyetik
rezonans (NMR) spektroskopisi kullanimiyla
destekleniyordu. Bu yontem proteinlerin yapisint
ortaya ¢tkarmakla kalmayip nasil

hareket ettiklerini ve baska molekullerle

nasil etkilestiklerini de ortaya ¢ikaryor.

Bugtin bu iki yontem sayesinde
biyomolekillerin binlerce modelini barindiran
ve temel arastirmalardan ilag gelistirme
¢alismalarina kadar ¢ok cesitli amaglara hizmet
eden veri tabanlar var.

Ancak her iki yontemin de temel

kisitliliklan var. Cozeltide uygulanan NMR
sadece baz1 proteinler i¢in ise yartyor.



X-isunu kristalogrifisi de tipkt

su buza déntstiginde oldugu gibi
molekiillerin diizenli kristaller
olusturmasint gerektiriyor.

Goruntilerse ilkel fotograf makineleriyle
elde edilen siyah beyaz fotograflart
andiriyor, hareketsiz pozlar

proteinin dinamikleriyle ilgili

¢ok az bilgi veriyor.

Ayrica pek ¢ok molekiiliin kendini

kristal biciminde dlizenlemesi miimkiin dedil ki
bu Richard Henderson’un 1970’lerde

X-ray kristalografisinden vazge¢mesine

neden oldu. iste 2017 Nobel Kimya

Odiilirniin éykiisii tam da burada basliyor.

Kristallerle Ilgili Problemler
Henderson’a
Rota Degistirtti

Richard Henderson doktorasint

Cambridge Universitesi'nde X-ray kristalografisi
Uzerine yaptt. Yontemi proteinleri
goruntilemek i¢in kullandt ancak dogal olarak
hiicreyi cevreleyen hiicre zarinda gomuli
halde bulunan bir proteini kristallestirmeye
calistiginda aksakliklar bas gosterdi.

Hicre zart proteinlerini ydnetmek zordur.
Bu proteinler dogal ortamlarindan yani hiicre
zarindan ayriuldiklarinda buzisir

ve ise yaramaz bir yigina dontstrler.
Richard Henderson'un tizerinde ilk ¢alistigt
protein gerekli miktarda tiretilmesi zor

bir proteindi; ikinci protein ise
kristallestirilemiyordu.

Yillar stiren hayal kirikliklarinin ardindan
Henderson var olan tek alternatife

yoneldi: Elektron mikroskobu.

Richard Henderson

Elektron mikroskobunun o zamanlar gergekten
bir secenek olup olmadigt ise tartismalt.

Aslen gecirimli elektron mikroskopisi olarak
adlandurilan bu yontem asagt yukart

stradan mikroskop gibi calistyor ancak drnege
151k yerine bir elektron 1sin1 génderiliyor.
GoOnderilen elektron 1stninin dalga boyu
1siginkinden ¢ok daha kisa oldugu i¢in elektron
mikroskobu ¢ok kii¢ciik yapilart -hatta tek tek
atomlarin konumlarint- gorunur hale
getirebiliyor.

Dolayisiyla kuramsal olarak elektron
mikroskobunun ¢6zinlrligi Henderson'un
hiicre zar proteinlerinin atomik yapisint
ortaya ¢ikarmast i¢in fazlasiyla uygundu, ancak
bu projeyi uygulamak neredeyse imkansizdt.
1930’larda icat edildiginde bilim insanlart
elektron mikroskobunun sadece

Oli maddeyi incelemek i¢in uygun oldugunu
distintiyordu. Yiiksek ¢oztnurlikld
goruntiler elde etmek i¢in gerekli yogun
elektron 151t biyolojik malzemeleri

kiile ceviriyordu, 1sin zayiflatildiginda ise
goruntl kontrast kaybina ugrayip
bulaniklastyordu.
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Dahast elektron mikroskopisi vakum gerektiriyor
ve bu durumda kendilerini ¢evreleyen su
buharlastidt i¢cin biyomolekiiller bozuluyordu.
Biyomolekiller kuruduklarinda bozulur ve dogal
yaptlarim kaybeder, bu durumda elde edilen
gorunttlerse hi¢bir ise yaramaz.

Neredeyse her sey Richard Henderson’un
basarisiz olacagint gdsteriyordu. Ama proje
onun incelemek tizere 0zel bir proteini,
bakteriyorodopsini se¢gmesi sayesinde
basarisizliktan kurtuldu.

O Zamana Kadarki En Iyi,
Henderson I¢in
Yeterince Iyi Degildi

Bakteriyorodopsin fotosentez yapan

bir organizmanin hiicre zarina gémli halde
duran, mor renkli bir protein.

Richard Henderson ve ekibi, Henderson’un
daha 6nce yapmaya c¢alistigt gibi bu

hassas proteini hucre zarindan ayirmak yerine
mor htiicre zarint biitiin halinde alip

elektron mikroskobunun altina yerlestirdi.
Protein hiicre zanyla ¢evrelenmis

halde kalinca yapisunt korudu;

arastirma ekibi vakum altinda kurumasum
onlemek i¢in 6rnedin ylizeyini bir

glikoz ¢ozeltisiyle kapladt.

Glcli elektron 1sinlart 6nemli bir problem

teskil ediyordu ancak arastirmactilar
bakteriyorodopsin molekiiliinlin organizmanin
hiicre zart icindeki organizasyonundan
yararlandt. Tam doz elektron bombardimanina
tutmak yerine érnede daha zayif bir elektron 1sunt
gonderdiler. Gortintiintin kontrastt disuktd

ve atomlart ayrt ayri goremiyorlardt,

ancak proteinlerin hiicre zart iginde diizenli
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bir sekilde istiflenmis olmast ve aynt dogrultuda
bulunmast gerceginden faydalanduilar.

Tum proteinler elektron 1sinlarint neredeyse
aynt sekilde kurinuma ugratinca arastirmactlarin
kirtnim deseni tizerinden hesaplamalt

olarak daha ayrintil bir gériintii elde etmesi
mumkun oldu. Bunu yaparken X-1sint
kristalografisinde kullanilana benzer bir
matematiksel yaklasim kullandilar.

Sonraki asamada arastirmactlar elektron
mikroskobu altindaki hiicre zarint

cevirerek farkli acilardan gortintiler aldt.

Bu yolla 1975’te bakteriyorodopsinin
yapisint gosteren ti¢ boyutlu bir taslak model
olusturmak mumkun oldu (Sekil 2).

Model protein zincirinin hticre zart kesitini
yedi defa diklemesine kat ettigini
gosteriyordu.

Sekil 2.

Bakteriyorodopsinin

1975’te yayimlanan ilk taslak
modeli

Kaynak: Nature,
Sayl 257,s.28-32

Bu bir proteinin o zamana kadar

bir elektron mikroskobuyla elde edilmis
en iyi gorintistiydii. Pek ¢ok insan
elde edilen 7 Angstréom’luk

(0,0000007 milimetrelik) ¢o6ziintrlikten
etkilenmisti, ancak bu Richard Henderson
icin yeterli degildi. Onun amact

X-1sun kristalografisiyle elde edilen
yaklasik 3 Angstrém’luk

¢Ozunurlige ulasmaktt ve elektron
mikroskopisiyle daha iyisinin
yaptilabileceginden emindi.



Henderson
Atomik Cozunurlukteki
Ilk Goruntuyu Elde Ediyor

Sonraki yillarda elektron mikroskopisi

asama asama gelisti. Daha iyi mercekler tretilmeye
baslandi ve 6rneklerin dl¢iimler sirasinda

sw1 azotla sogutularak elektron sinlarinin zararlt
etkilerinden korunmasunt saglayan

kriyoteknoloj (bu konuya daha sonra dénecegiz)
gelisti.

Richard Henderson bakteriyorodopsin

modeline gitgide daha fazla ayrinti ekledi.

En net goérunttleri alabilmek igin

diinyanin dort bir tarafindaki laboratuvarlarda
bulunan en iyi elektron mikroskoplarindan
faydalandi. Hepsinin kendine 6zgu

zayifliklar vardi ancak birbirlerinin eksikliklerini
tamamliyorlardi. Sonunda 1990’da,

ilk modeli yayumlamasindan 15 yil sonra
Henderson amacina ulastt ve bakteriyorodopsinin
atomik ¢6znurlikte bir gorintistini

ortaya ¢ikarabildi (Sekil 3).

Sekil 3.

Henderson 1990’da
bakteriyorodopsinin atomik
¢ozunrlikteki yapisini
ortaya koydu.

Boylece cryo-EM’in X-isint kristalografisiyle

elde edilenler kadar ayrintilt

goruntiler tretebildigini kanitlamts oldu.

Bu da 6énemli bir déniim noktastydt.

Ancak bu ilerleme bir istisna uzerine insa edilmisti:
Proteinin kendini hiicre zart icinde diizenli

bir sekilde istiflemis olmast.

Cok az sayida protein kendini bu sekilde
diizenleyebilir. Sorun yontemin
genellestirilmesiydi:

Elektron mikroskobuyla 6rnek i¢inde rastgele
dagumis halde olan ve farklt dogrultularda bulunan
proteinlerin ytiksek ¢6ztinurlikli ti¢ boyutlu
goruntileri elde edilebilecek miydi?

Baskalart bunun bir Gitopya oldugunu diistinse de
Richard Henderson miimkiin oldugu
gorusindeydi.

Atlantik’in diger tarafinda, New York Eyalet
Saglik Dairesi'nde Joachim Frank tam da

bu probleme ¢6ziim bulmak i¢in uzun zamandir
calismaktaydt. 1975’te elektron mikroskobuyla
elde edilen iki boyutlu goriintiilerin sahip oldugu
goruntirde minimal diizeydeki bilgilerin

yuksek ¢dztunurlikli ti¢ boyutlu bir bitiin
olusturmak tizere birlestirilecegi kuramsal bir
strateji ortaya koydu. Bu dusunceyi hayata
gecirmesi ise on yildan fazla stirdd.

Joachim Frank

Frank Goruntu Analizini Gelistiriyor

Joachim Frank’in stratejisi (Sekil 4) bir
bilgisayarin bulanik bir elektron mikroskobu
goruntlsinde rastgele konumlanmis
proteinlerin izlerini arka plandan ayurt etmesine
dayaniwyordu. Frank bilgisayarin goruntudeki
yineleyen farkli desenleri belirlemesini saglayan
matematiksel bir yontem gelistirdi.

63



Bilgisayar benzer desenleri aynt grupta topluyor
ve bu gortntilerdeki bilgileri birlestirerek
ortalama ve daha net bir gériintii olusturuyordu.
Bu yolla aynt proteini farkli a¢ilardan gosteren
bir dizi yiiksek ¢6ztnurlikly, iki boyutlu gortinta
elde etti. Yazitlumt olusturan algoritmalar

1981’de tamamlandt.

Sekil 4. _
Frank’in Ug Boyutlu Yapilar Igin Gorintt Analizi

1.

Rastgele konumlanmis proteinlere
elektron 1sin1 gonderiliyor,
bu da gorintlde izler birakiyor.

2.

Bilgisayar binlerce benzer izi kullanarak
yuksek ¢ozunurlikld iki boyutlu
3 bir gorlintl olusturuyor.

Bilgisayar izleri
bulanik arka
plandan ayirt edip
benzer olanlari

ayni grupta topluyor.

4.

Bilgisayar hesaplamalar
yaparak izlerin

birbirleriyle nasil ilintili
oldugunu belirleyip

buna dayali olarak ylksek
¢OzUnurlukld Gg boyutlu bir
goruntl olusturuyor.
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Sonraki asama iki boyutlu farkli gériintiilerin
birbirleriyle nasul ilintili oldugunu belirlemek ve
buna dayalt olarak ti¢ boyutlu bir goérinti
olusturmaktt. Frank goriintd analiz yonteminin
bu kismint 1980’lerin ortalarinda yayunladt

ve bunu hiicrede proteinlerin tretildigi devasa
molekiler diizenek olan ribozomun ytizeyini
gosteren bir model olusturmakta kullandt.

Joachim Frank’in gérinti isleme yontemi
cryo-EM’in gelisiminde ¢ok énemli bir rol oynadt.
Simdi birkag yil geriye, 1978’e gidiyoruz.

Frank bilgisayar programlarint
kusursuzlastirmaya ¢alismaktayken

Jaques Dubochet Heidelberg’deki (Almanya)
Avrupa Molekiler Biyoloji Laboratuvartnda ise
baslamts ve elektron mikroskobunun

bir baska temel problemine odaklanmustt:
Vakumlu ortamdaki biyolojik 6rneklerin
kuruyup zarar goérmesi.

Dubochet Sudan Cam Yapiyor

Henderson 1975’te hiicre zarinin

kurumasint 6nlemek i¢in bir glikoz ¢6zeltisi
kullanmustt, ancak bu yontem suda ¢dziinen
biyomolekillerde ise yaramiyordu.

Baska arastirmacilar 6rnekleri dondurmayt
denemisti ¢ctinkl buz suya gore daha yavas
buharlasiyordu, ancak buz kristalleri elektron
1sinlarint o kadar dagitiyordu ki elde edilen
goruntiler bir ise yaramiyordu.

Buharlasan su baslica ikilemlerden biriydi.

Ancak Jaques Dubochet potansiyel bir ¢6ziim buldu:
Suyu st haliyle katilastirmak yani

kristal yerine cam olusturmasint saglayacak
kadar hizlt sogutmak. Cam katt gibi goriinse de
aslinda s bir maddedir,

¢unki molekiilleri diizensiz haldedir.



Dubochet eder sudan cam

(camlasturilmtis su da deniyor) olusturmayt
basarirsa elektron 1sininin dengeli

sekilde kirtnima ugrayip diizenli bir arka plan
olusturacagun fark etti.

Arastirma grubu baslangi¢ta minik su
damlalarint -196°C’deki swvt azotta camlastirmaya
calistt. Ancak azot yerine swi azot yardumiyla
soguttuklart etan kullandiklarinda basarilt oldular.
Mikroskopta incelediklerinde bir damlanin

daha 6nce gordikleri hi¢bir seye benzemedigini
gérdiiler. Once bunun etan oldugunu sandtlar.
Ancak damlayt hafifce isittiklarinda

molekiiller birden asina olduklart buz kristali
yapisina biiriindd. Bu, 6zellikle de bazt
arastirmacilarin su damlalarint camlastrmanin
imkansiz oldugunu iddia ettigi diistintilirse

bir zaferdi. Bugiin suyun evrende

en yaygin bulunan halinin camlasmts

su oldugu santliyor.

Kontrast I¢in Basit Bir Teknik

1982’deki biiytik ilerlemeden sonra Dubochet'nin
arastirma grubu hizla cryo-EM’de hala kullanilan
bir teknigin temellerini gelistirdi (Sekil 5).
Baslangicta cesitli bicimlerdeki virtislerden olusan
biyolojik 6rneklerini suda ¢dzdiler.

Daha sonra ¢Ozeltiyi ince bir metal kafes

Uzerine ince bir film seklinde yayduilar.

Sonra da kafesi cok hizli bir sekilde siv1 etana
batirarak suyun camlasmasint sagladilar.

Jaques Dubochet 1984’te yuvarlak

ve altigen yapidaki farkl bir dizi viristin
ilk gortntilerini yayumladt.

Virtsler arka plandaki camlasmus

su ile keskin bir kontrast i¢inde
gorunuyordu.

Jaques Dubochet

Artik biyolojik materyaller elektron mikroskobu i¢in
gorece kolay bir sekilde hazirlanabiliyordu.
Arastirmactlar kisa stre i¢cinde yeni

teknigi 6grenmek i¢in Dubochet’nin kapisint
asindirmaya basladt.

Sekil 5.
Dubochet’nin
Camlastirma Yontemi

1.

Ornek metal bir kafesin
lUzerine aktariliyor ve
materyalin fazlasi aliniyor.

ETAN

2.

Ornek, kafesteki delikler tizerinde
ince bir film olusturuyor ve kafes hizla
yaklasik -190 °C’deki etana batiriliyor.

3.

Su ornek cevresinde
camlasiyor. Ornek
elektron mikroskobu

SIVI AZOT - .
Olclimlerinde
kullanilacagi zaman
sivl azotla sogutuluyor.
Dubochet 1984’te
camlasmis
suyla ¢evrelenmis
virtslerin ilk
goruntdlerini
elde etti.

Kaynak: Nature,
Sayi 308, s.32-36
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“Bloboloji”’den Devrime

Sonugcta cryo-EM’in en 6nemli pargalart
yerine oturmustu ancak

goruntilerin ¢ozintrlikleri hald dasukti.
1991’de Joachim Frank, Dubochet’nin
camlastirma yontemini kullanarak ribozom
ornekleri hazirladi ve goriintiileri kendi
yazllumunt kullanarak analiz etti.

40 Angstrom’luk ¢oziiniirliige sahip tic
boyutlu yapt modelleri olusturdu.

Bu elektron mikroskopisi i¢in muthis bir
gelismeydi ancak géruntt sadece
ribozomun dis hatlarim gosteriyordu.
Gortntinin ¢6zUnurligu X-isunt
kristalografisiyle elde edilenin yanindan
bile gecemiyordu.

Cryo-EM’le diizensiz bir ylizey disinda

bir goriinti elde etmek pek miimkiin degildi.

Bu ylizden Frank’in bu gériintileri

bir su damlasininkine benzetmesinden

yola ¢ikilarak yéntem “bloboloji” (Ingilizce “blob”
su damlast) diye anilarak alay konusu ediliyordu.
Ancak zamanla elektron mikroskobunun pek ¢ok
yonu optimize edildi.

Bu, bliyuk 6l¢tide Richard Henderson'un
elektron mikroskobunun giintin birinde

tek tek atomlart gosteren gorunttiler saglayan
rutin bir ara¢ olacagt yoniindeki vizyonunu
inat¢t bigcimde korumast sayesinde

mumkun oldu.
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Cozinirlik Angstrém Angstrom arttt

ve 2013’te yeni tir bir elektron detektdriiniin
kullanima girmesiyle son teknik engel de
astlmis oldu (Sekil 6).

Sekil 6.

Elektron mikroskobunun
¢ozUnUrligu son birkag yilda
garpici bicimde gelisti.
Birkag yil once ancak

sekilsiz ylzey gortntuleri
alinabilirken simdi proteinler
atomik ¢ozundrlikte
gorlntllenebiliyor.

2013 6ncesinde
elde edilebilen ¢oziiniirliik

Hucrenin
En Gizli Sakli Koselerti
Kesfedilebilir

Artik ritya gercek oldu ve

bugiin biyokimya alanindaki gelismelerde
bir patlama yasantyor. Cryo-EM sagladigt
faydalar nedeniyle ¢igir agict:
Dubochet’nin camlastirma yontemi
gorece kolay kullanilabiliyor

ve ¢ok az miktarda Ornek gerektiriyor.



Hizli sogutma islemi sayesinde Ama onlar da NMR spektroskopisi ve

biyomolekiillerin hareket halindeyken X-1sun kristalografisi kullanilarak
dondurulmast mimkiin oluyor ve gorunttiilenebiliyor.

arastirmactlar bir stirecin farklt kisumlarint

gosteren goruntu dizileri Joachim Frank 1975’te géruntu isleme
olusturabiliyor. yontemine iligskin stratejisini sundugunda

bir arastirmact sOyle yazmistu:

“Eder bu tur yontemler miitkemmellestirilebilirse
bir bilim insaninin deyimiyle sinur

gokytizli olur”

Iste simdi o noktaday1z, stnir gokytizii.
Jaques Dubochet, Joachim Frank

ve Richard Henderson arastirmalariyla
-Nobel Odiilitniin tantmindaki deyimle-
“insaliga en buyuk fayday1” sagladilar.

Bugtn hiicrenin her bir kdsesi

atomik ayrintida goriintiilenebiliyor ve
biyokimyayt heyecan verici bir

gelecek bekliyor. H

Kaynaklar

“The Nobel Prize in Chemistry 2017 - Popular Information:

They captured life in atomic detail”. Nobelprize.org.

Nobel Media AB 2014. Web. 14 Nov 2017.
http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2017/
popular.html

Su anda elde edilebilen
¢Oziiniirliik

Boylece proteinlerin nasil hareket edip
baska molekiillerle etkilestigini gosteren “filmler”
uretebiliyorlar.

Cryo-EM’i kullanarak biiylik molekiiler
kompleksleri ve siklikla ilaglar i¢in

hedef roli Gistlenen hiicre zart proteinlerini
goruntilemek de her zamankinden

daha kolay. Ancak kiiciik proteinler elektron
mikroskobuyla incelenemiyor.





