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DNA Onariminin

Babasi

Aziz Sancar, North Carolina Universitesi

A onarimi alaninin kurucu babasi olan Claud Stanley Rupert
Jr, 2 Subat 2017'de Dallas, Teksas'ta hayatini kaybetti. Dr. Rupert,
fotobiyoloji ve DNA onarim topluluklari tarafindan blyik saygi gérd.
1964'te Uluslararasi Fotobiyoloji Birligi tarafindan verilen en yiiksek
taninirlik olan Finsen Madalyasi'ni aldi. 1966'da Amerikan Bilim ilerleme
Dernegi'ne secildi. 1971'de Johns Hopkins Universitesi Akademisyenler
Dernegine secildi. Kasim 2016'da Dallas'taki Texas Universitesi (UTD)
Kuruculari Binasi (calistigi yer) Amerikan Mikrobiyoloji Dernegi
tarafindan “Mikrobiyoloji Alaninda Kilometre Tasi” olarak belirlendi: Dr.
Rupert, hatira plaketinde resmedilen dort bilim insanindan biridir. 24
Subat 1919'da California, Porterville’de dogan Dr. Rupert, cocuklugunu
yakindaki Exeter'de gecirdi. 1941'de Caltech'ten mezun olduktan
sonra, Il. Diinya Savasi sirasinda radyo ve radar techizati konusunda
uzmanlasti ve ikinci tegmen olarak ABD Donanmasina katilmadan
once Lockheed icin calisti. 1946'da terhis olduktan sonra Johns
Hopkins Universitesi'nde (JHU) fizik alaninda yiiksek lisans egitimine
basladi. 1951 yilinda kizilotesi spektroskopi ¢alismasi ile doktorasini
aldi. Bu donemde molekiler biyolojiye ilgi duydu. JHU Halk Saghgi
Okulu Biyokimya Boltiimi'nde Roger M. Herriott tarafindan 6gretilen
populer “Phage Genetics” adli derste Dr. Rupert, 1949'da Albert
Kelner tarafindan Cold Spring Harbor laboratuvarinda kesfedilen
fotoreativasyon adi verilen teoriyi 6grendi. Bu teori, UV'nin bakterileri
mutasyona ugratmasi ve oldirmesine ragmen, UV tedavisinden
kisa bir stire sonra hiicreleri gortiniir 1siga maruz birakilarak etkilerin
tersine cevrilebildigini 6ne siirer. Cesitli agiklamalar onerilmistir,
ancak mekanizma, iyi tanimlanmis bir in vitro sistemin bulunmamasi
nedeniyle belirsizdir. Rupert, Sol Goodgal ve Roger M. Herriott UV'nin
biyolojik etkilerinin DNA hasariyla iliskili olduguna ve isikla aktive
edilen bir enzimin hasari onarabilecegine inaniyordu. Bilimsel bir
disiplin olarak DNA onarimi, 16 Haziran 1956'da Dr. Rupert’in UV isinli
DNA'yi streptomisine direncgli Haemophilus influenza hiicrelerinden
E. coli 6zu ile kanstirdigi 6rnedin bir yarisini floresan isikta diger
yarisini karanhkta tuttugu zaman dogdu. Daha sonra bu DNA'lar H.
influenza streptomycin’e duyarl hiicreleri dontstirmek icin kullandi.
Ertesi guin, 1513a maruz kalan 6rnek, karanlik tutulan numuneye gore
yaklasik 10 kat daha fazla streptomisine direncli koloni ortaya ¢ikardi;
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bu, 1sikla aktive edilen bir enzimin (fotoliyaz) UV'nin neden oldugu
DNA hasarini onardigini gosterir. Bunun sonuglari ve tekrarlanan bir
deney derhal 19-22 Haziran 1956'da Johns Hopkins Universitesinde
diizenlenen “Kalitimin Kimyasal Temeli” sempozyumunda sunuldu.
Sempozyuma “DNA'nin Yapisi’ni tartismak icin katilan Francis Crick, Dr.
Rupert'in ¢alismalarinin énemini fark etti ve 1974 tarihli Watson-Crick
1953 makalesinde geriye doniik olarak sunlari yazdi: Gerekli olmasina
ragmen enzimlerin onarimdaki olasi rollinii tamamen kagirdik. Claud
Rupert'in fotoreativasyon konusundaki ilk ve ¢ok zekice calismasina
gore, DNA'nin o kadar degerli oldugunu fark ettim ki muhtemelen
bircok farkli onarim mekanizmasi mevcut.

Rupert, 6niimuzdeki yirmi yil boyunca zekice fotoliyazi karakterize etti
ve bu siirecte biyokimyada birkac kilometre tasi gerceklestirdi: Birincisi,
fotoliyazin 1siktan bagimsiz olarak hasar gérmis DNA'ya baglandigini
ve oldukga uzun 6murll bir Michaelis kompleksi olusturdugunu 6ne
strdl. Bu kompleks baslatilan kataliz icinde 1sigin fotoliz tarafindan
emilmesidir. Bu modele dayanarak, UV ile 1sinlanmis ytiksek molekiler
agirlikll DNA ile kismen saflastinlmis fotoliyazi karistirdi ve karisimi
bir stikroz gradyaniyla santriflij etti. Fotoliyazin UV hasarli DNA ile
birlikte tortulastigini (ancak hasarsiz DNA kontroli ile degil) ve izole
ES kompleksinin 1s1iga maruz kaldigi zaman fotoliyaza UV hasarini
onardigini buldu. Bu, spesifik DNA-protein kompleksi olusumunu
gosteren ilk deneydi.

Birkag yil sonra Mark Ptashne bu ydntemi lambda baskilayicisini izole
etmekicin kullandi ve bdylece baskilayicilarin spesifik DNA sekanslarina
baglanan proteinler oldugunu gésterdi. ikincisi, Dr. Rupert, yeni
kesfedilen flas fotoliz yontemini ilk kez bir biyolojik sistemde kullandi
ve ticari kameralarin flas sistemi ile enzimatik reaksiyonun hiz
katsayisini (1 milisaniye siire) belirledi. Uctinciisti, 1960 yilinda UV'nin
iki bitisik pirimidinden siklobutan dimerler trettigi kesfedildiginde, Dr.
Rupert bunun, C5-C5 bagini ve C6-C6 bagini kirmak igin 151k kullanarak
fotoliyaz tarafindan onarilan lezyon oldugunu gosterdi.
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Son olarak, flas fotolizi kullanarak, Dr.
Rupert, terim icat edilmeden oOnce bile in
vivo enzimoloji yapti: hiicredeki fotoliyaz
molekiillerinin  sayisini, ES kompleksinin
derisimini, E ve S baglanmasinin acik ve
kapali oranlarini ve kataliz oranini belirledi.
Ayrica, fotoliyaz kromoforunun yok olma
katsayisini dogru bir sekilde tahmin etti.
Ancak kromoforun dogasi, enzimin orijinal
kesfinden sonra yaklasik 25 yil boyunca
hala bilinmiyordu. Rupert, 1965te Johns
Hopkins'ten Southwest ileri Arastirmalar
Merkezi'ne tasind. O ve diger bircok
fotobiyolog alanin 6n saflarinda arastirma
yaptl. Merkez 1969'da

Universitesi oldu ve o ve merkezin diger

Dallas'ta Texas

tyeleri Texas Universitesinin profesorleri

oldu. 1974'te fotoliyaz kromoforunu tanimayi

umarak laboratuvarina katildim. Rupert ideal
bir akil hocasiydi. Fizikokimya ve fotobiyoloji
genis
paylast;; ogrencilerini  dislinmeye tesvik

konusundaki bilgisini  6zgiirce
etti ve elestirel olmadan calismalarimizi
yorumladi. Yeni bir fikrimiz oldugunda bizi
takip etmeye tesvik etti. Laboratuvarina
rekombinant  DNA icat

edilmisti. Geni klonlamayi, enzimi fazla

katildigimda

Uretmeyi ve saflastirmayr onerdim. 1975-
1976 yillari arasinda geni klonladigimda,
bu doktora icin yeterliydi. Laboratuvarinda
gecirdigim yillar bilimsel kariyerimin en
mutlu yillariyd;; UTD'deyken meslektasim
Gwen ile tanistim, ve evlendim. Rupert, kendi
laboratuvarimi kurmak icin North Carolina
Universitesine

tasinmadan o6nce 5 il

boyunca nikleotid eksizyon tamiri Gzerinde
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calistigim Yale Universitesinde benim icin
doktora sonrasi bir pozisyon ayarladi. Orada,
Gwen ve ben sonunda fotoliyazi yeterli
miktarlarda saflastirdik ve enzimin isik emici
bilesenlerini flavin ve folat olarak belirledik.
Dr. Rupert cok sevindi. Daha sonra geni
siraladigimizda ve bireysel kofaktorlerin
rollerini inceledigimizde, onun tavsiyesini
tekrar aldik. Bu isbirligini iki makale izledi.
Enzimin kesfinden 33 yil sonra, fizikokimyaci
Dongping Zhong ve ben, femto saniye flash
fotoliz kullanarak gercek zamanh olarak
fotoliyaz aracili bag kirilmasi ve bag yapimini
gozlemledik. Rupert sonunda arastirmanin
odagini tepkime mekanizmasindan fotoliyaz
geninin diizenlenmesine kaydirdi. 1975-
1980 yillari arasinda UTD'de Doga Bilimleri
ve Beseri Bilimler dekani ve daha sonra
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akademik islerden sorumlu bagkan yardimcisi Stan ve Clara ¢ocuklari severdi. Kendileri iki geng
olarak gorev yaptl. 1992 yilinda emekli yetistirdiler; ve hayatinin son 25 yilinda, Dallas'taki
oldu. Lisansustl calismalarim ve kariyerim Baylor Hastanesinde Yenidogan Yogun Bakim
boyunca Dr. Rupert akil hocam oldugu icin Unitesinde duzenli olarak gonilli oldular. Karisi,
sanshydim. Bilimsel danismanhgina ek olarak, oglu, kizi ve iki torunu ile yasadi. O bana bir baba
hayirseverligi ve ahlaki ile benim icin bir rol gibiydi: Onu ¢ok 6zleyecegim.

modeliydi. Clara ve Stan Rupert’in evindeki 1

stikran yemekleri efsaneydi. Yemekler de
atmosfer de olaganustlydi. Her kesimden
etnik, dini arka planlardan, siyah, beyaz,

ingiliz, Alman, Cin, Turk, Hint, Amerikan
Kizilderilisi, Yahudiler, Musliimanlar, Hindular, ‘( u
ateistler ve neredeyse tim mezheplerin bir O bana blr
araya geldigi bir bulusma olurdu. Rupert,
baba gibiydi:
aba gibiydi:
Onu cok

Ozleyecegim.

bana yabanci oldugumu hissettirmeyen ilk

Amerikali oldu.




