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2014 Nobel Kimya Odiilii
Sahipleri Eric Betzig,
Stefan Hell ve

W.E. Moerner’in Profili

Gaye Ezgi Yilmaz ve Dr. Adil Denizli

Hacettepe Universitesi, Kimya B&limd, Beytepe, Ankara

Bilim adamlan bir zamanlar fizik yasalarinin hicre yapilarina
bakmalarim engelleyecegine inanmyorlardi. 2014 Nobel Kimya
Odiili'nt kazananlarin hikayesi, hayal glcti kuvvetli ¢ bilim
insamnin, mikroskopiyi nanoskopiye donustlrerek bu sdzde
sinirlart agmanin yollarin nasil 6ncdlik ettigini anlatiyor.

1873'te Alman fizik¢i Ernst Abbe, fizik yasalarinin, gérindr 15181n
birbirine yaklasik 200 nm'den (gorinidr 15181n dalga boyunun
yaklasik yarisi) daha yakin olan ve kaginilmaz olarak tek bir
damla olarak gorinen nesneler arasinda ayrim yapamayacagini
zorunlu kildigin teorilestirdi. Abbe’nin kirnmim siniri olarak bilinen
bu seviyenin Uzerindeki gorsel ¢6zUnurlik, hicrelerin i¢indeki
organelleriortaya ¢ikaracak ancak ayrintiliyapilarint géremeyecek
dizeydeydi.

2014 kimya 6duld sahipleri Stefan Hell, Eric Betzig ve W.E.
Moerner, bir takim araclan kavramsallastinp gelistirerek bu
kisitlamalara hep birlikte karsi ¢iktilar. Calismalan, ilk kez g6rinar
15tk kullanilarak  hdcrelerin i¢indeki nanometrik dizeydeki
yapilarin gorsellestirilmesine olanak taniyan sdper ¢6zindrldkld
gorintileme alammin bulunmasina yardimcr oldu.
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Sekil 1. 2014 Kimya 6dUlU sahipleri ve onlarin 6nemli isimleri, Nobel Ziyafeti'nin ardindan isvec kraliyet ailesiyle birlikte sahneye cikiyor. Soldan
saga: Sharon Stein Moerner, William E. Moerner, Na Ji, Eric Betzig, isvec Krali Carl XVI Gustaf, Kralice Silvia, Stefan W. Hell ve Anna Kathrin Hell. Telif
Haklki © Nobel Media AB 2014. Fotograf: Niklas Elmehed.

Stefan  Hell, 1980’lerin  sonlarinda
Heidelberg  Universitesinde  yiiksek
lisans 6grencisi olarak Abbe'nin sinirlarini
asmanin  yollarim  aramaya  baglad.

CozUnUrligu artirmaya yonelik ilk fikri,
her ikisi de aym geometrik konuma
odaklanmis, girisim yapan 151k yollarina
sahip iki karsit mercek kullanmakti.
Almanya’nin Heidelberg kentindeki Avrupa
Molekiler  Biyoloji ~ Laboratuvari'nda
Ernst Stelzer'in grubuna katildiginda, bu
yaklagimi kullanarak ¢6zUnurliga yalmzca
z ekseni boyunca (g ila yedi kat artiran
4Pi mikroskobunu gelistirdi (1). Super
¢6zUndrlige ulasmanin baska bir yolunu
bulmaya kararli olan Hell, Finlandiya'daki
Turku  Universitesi'ndeki  bir floresans
mikroskobu laboratuvarina tagindi. Hell
ihtiya¢ duydugu ipucunu orada buldu.
Bir kuantum optik kitabinda uyarnlmig

emisyon haklkinda okudugunda, bunun
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nanometre boyutunda bir hacim digindaki tim
floresansi séndirmek icin kullanlabilecegini
fark etti. Hell, bir lazer kimesinin bir boya
molekdld  kimesini floresans 151k  sa¢masi

Bioreg Bilim 24

ve ikinci bir lazerin kullanilmas1 durumunda
kigiltmenin gerceklesebilecegini disindu.
Bu floroforlarin bazilarim kapatmak igin farkl
dalga boyundaki 151n kullanildi. Bir floresan
ornegini bu sekilde tarayarak, kirnmim sinirl
bulank floresan damlalarina ince ayrintilar
getiren stper ¢6zUnUrlUkld bir gorintl elde
etmek mimkdn olacaktir. 1994 yilinda Hell,
uyarilmig emisyon tikenmesi (STED) adim
verdigi bu yeni gorintileme yontemine iligkin
teorisini yayinladi (2).

Hell'in karsilastigi bir sonraki zorluk STED'in ise
yaradigin gostermekti. Neyse ki, Almanya'nin
Gottingen kentindeki Max Planck Biyolojik
Kimya Enstitisd, birgok bilim insanmnin kirnnim
simrintagma olasiigr konusundaki siphelerine

ragmen onun denemesine izin vermeye
istekliydi. Fizikgilerden olusan bir ekip kuran
Hell, bir STED mikroskobu olusturmak igin
yorulmadan ¢alist.

1999'da Escherichia coli bakterisini daha
once optik mikroskopta elde edilemeyen
bir ¢ozUnurlikte gorintlleyerek basarisim
yazdi.Hem Nature hem de Science, teknigin
yeni bir biyoloji ortaya ¢ikarmadiginm ve
dolayisiyla sinirliilgiye sahip olacagim 6ne
strerek bunu hemen reddetti. Ancak PNAS,
STED'in potansiyelini fark etti ve verileri
2000 yilinda yayinladr (3). Sonraki 14 yil
boyunca Hell ve meslektaslari, nanometre
6lceginde numunelerin gorintilerini elde
etmek icin artik dinya ¢apinda kullanilan
STED'i (4) gelistirmeye devam etti.

Buna paralel olarak Atlantik'in diger
tarafinda Cornell Universitesi'ndeki genc
bir yiksek lisans &grencisi de Abbe’nin
lkanmm  simnnt agma - fikrine talantiliydr.
Eric Betzig, alt kinnim simir ¢6zUndrldgind
elde etmek igin farkl, daha sezgisel bir
yaklasim kullandi. Dalga boyunun altindaki
bir acikliktan 151k tuttu (hem eksenel hem
de yanal olarak 20 nm ile sinirli, kaybolan
bir dalga Ureterek) ve onu bir yizey
boyunca taradi ve benzeri gérilmemis bir

L aynint1 tespit etti. Yakin alan taramali optik
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mikroskopi (NSOM) ad verilen teknik (5),
Abbe’'nin siminnmi tim boyutlarda blyik
Olcide asti ve bu nedenle baslangicta
yaygin bir ilgi uyandirdi. Bununla birlikte,
aciklik ve numune arasindaki
arttikga ¢6zUnUrligu azaldigr icin NSOM,
yizeylerin incelenmesiyle simirliydr ve
bu da biyolojik uygulanabilirligini simirh
hale getiriyordu. Bu nedenle Betzig,
Abbe’nin kirinim simirim agmak icin daha
fazla arag aramaya karar verdi. Yanit, tek
molekil gorsellestirmesinin beklenmedik
kaynagindan geldi.

mesafe

Bu yaklagimin temeli, yogun bir ortamda
tek bir florofordan 151k emilimini 6l¢en
illk kisi olan W. E. Moerner tarafindan
atilmstir -~ (6).  Moerner, San  Jose,
Kaliforniya'daki IBM arastirma merkezinde
optik  depolama  aygitlann  Uzerinde
calisiyordu ve floroforlar kullamlarak farkl
lazer dalga boylarinda dijital bilgilerin
kaydedilmesine iliskin temel
inceliyordu. Moerner, florofor topluluklan
yerine tek bir florofordan gelen bilgiyi
temsil eden spektral 6zellikleri aramaya
karar verdi. 1989'da tek bir floroforu
gozlemlemeyi basarmasi ¢ok &nemli
bir andi. Bu sadece molekil eyleminin
stokastik calisilabilecegi
giclendirmekle  kalmadi, aym
zamanda spektroskopi ve mikroskopide
bir dizi tek molekilld teknigin 6nind agtr.
Moerner'in basanisindan ilham alan Betzig,
tek bir molekilden gelen floresansi tespit
etmek igin NSOM'u kullanmay1 basardi
(7). Bu, Betzig'in Abbe'nin kirinim simirini
asma yaklasiminin temelini sagladi. Tek
tek  molekdllerin, yayilan
fotonlarinin  Gaussian uyumu yoluyla
kesin konumlarinin belirlenmesine olanak
tanyan izole edilebilir optik 6zelliklere
sahip olmasi durumunda, yogun bir
molekil toplulugunun siper ¢6zinUrlikte
gorintilenebilecegini disindd. Tek tek
molekillerin konumlar daha sonra Ust Uste
getirilerek tUm toplulugun tek bir siper
¢6zUnUrlUkld gorintist elde edilebildi.
1995 yilinda Betzig bu basit ve zarif fikri
Optics Letters'da (8) vyayinladi, ancak
uygulamada pratik sorunlar oldugunu fark
etti ¢inkd emisyonlan yeterince kontrol
edilebilecek molekillere hala ihtiyag

sinirlan

modlarinin
fikrini

molekilin

vardl. Tek molekil goérintileme alam
olgunlastik¢a bu soruna bir ¢c6zim ortaya
cakti. W. E. Moerner, biyolojik sistemleri
tek molekil dizeyinde incelemek igin
San Diego'daki Kaliforniya Universitesine
tagindi. Orada, GFP teknolojisini gelistirdigi
icin  2008'de Nobel Kimya Odili'ni
kazanan Roger Tsien'den GFP varyantlarin
elde etti. Boyle bir degiskeni kullanan
Moerner tuhaf bir sey gozlemledi. Diger
GFP’ler gibi, 488 nm'lik 151kla uyanildiktan

sonra bu varyant floresans verdi ve
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sonra sondl. Ancak tekrar floresans
yayamayan bircok GFP'den farkli olarak
bu varyant 405 nm gk kullanlarak
hayata dondurilebilirdi. Protein yeniden
aktive edildiginde bir kez daha 488 nm'de
floresans verdi (9). Bu nedenle varyant
optik olarak kontrol edilebilirdi. Birkag yil
icinde arastirmacilar, cesitli optik kontrol
yeteneklerine sahip bir floresan protein
paleti gelistirmeye basladi (10, 11).
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Betzig, bilimsel literatlrd incelerken optik
olarak kontrol edilebilen floresan proteinler
seyler Abbe’nin
limitini tek molekiller kullanarak asmaya
yonelik 10 yillik fikrini hayata gecirmek
icin ihtiya¢ duydugu aracin bu oldugunu
fark etti. Fikrinin laboratuvardaki pratikte
gecerli olup olmayacagini test etmek igin
bu proteinler konusunda uzmanlasmis

hakkinda bir okudu.

gruplardan biriyle (kendi grubum) temasa
gecti.

Her ne kadar, farkli protein topluluklarinin
devreye girmesine izin veren fotoaktive
edilebilir bir GFP gelistirmis olsa da (10),
bunun STED ve NSOM gibi Abbe kirinim
karmak icin  kullamlabilecegi
akillara gelmemisti. Betzig
agikladiktan sonra heyecanla projesine
katiim gerceklesmistir. Birkag ay iginde,
Mike Davidson'un 6nemli problara katkida
bulunmas ve Harald Hess'in yeni aparatin

sinirnt
konseptini

yapimina yardim etmesiyle, fotoaktive

edilebilir lokalizasyon mikroskobu (PALM)
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ortaya c¢ikmistir (12). PALM'de, yogun
bir numunede 1sikla aktive edilebilen
molekillerin ¢ok kigik bir alt kiimesini
aktive etmek igin zayif bir UV 15181 darbesi
kullamlir. Agilan bu molekillerin ¢ogu,
birbirlerinden Abbe’nin 0.2 pm’lik kirinim
simrindan daha blydk bir
konumlandinlacak ve konumlarimin tam

mesafeye

olarak kaydedilmesine olanak taniyacaktr.
sona erdiginde, yeni bir
protein alt grubu etkinlestirilebilir ve
konumlan kaydedilebilir. Bu
kez tekrarlandiktan sonra proteinlerin
konumlan Ust Uste bindirilerek kirnm

Floresanslarn

binlerce

simirindan kat kat daha yiiksek ¢ozinirlige
sahip bir gorintld olusturulabilir. Belki
de yeni kesif araglan (bu durumda foto-
donustirilebilir sondalar)
oldugunda bilimin &nemli ilerlemeler
kaydetme egiliminin  bir gdstergesi,
diger iki arastirma grubu bagimsiz olarak
bunu gosterdi. PALM'ye neredeyse ayni
zamanda benzer bir yaklasim, bunlarin
varyasyonlarint stokastik optik yeniden
yapilandirma mikroskobu (STORM) (13)
ve floresans fotoaktivasyon lokalizasyon
mikroskobu (FPALM) (14)
adlandirmaktadir.  Tek molekil bazh
sUper ¢6zUnUrlUkld gérintilemenin diger
benzer kullanimlar ortaya ¢itkmaya devam
etmistir (15), bu nedenle artik yalmzca
hicresel yapilarin  uzay dinamiklerini
subdifraktif olarak gorsellestirmek degil,
aym zamanda yogun populasyonlar
icindeki bireysel molekilleri izlemek ve
reseptdr stokiyometrisini tanimlamak da
mUmkidnddr. Son yirmi yilda ortaya ¢ikan
tim bu stper ¢ozundrlik fikirleri artik
biyolojik arastirma dinyasinda hayatibirrol
oynuyor. Hell, Betzig ve Moerner, bu 6nemli

mevcut

olarak

yeni arastirma aracina yaptiklan temel
katkilardan dolay1 taninmay1 hak ediyorlar.
Azimleri ve yaraticiiklan sayesinde, artik
Abbe'nin kinmm simirli gérintilerinden
bulanik lekelerin yorumlandig1 ginlere
son veren ticari anahtar teslimi stper
¢6zUn0rlikld mikroskoplar mevcut. Simdiki
zorluk, nanometre Olceklerinde ortaya
ciktigim gordigimiz hicresel siregleri
anlamalk ve yorumlamaktir.
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