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Sevgili 6grenciler,
Benim adim Oliver Daumke, Max Delbriick Merkezi'nde yapisal biyoloji tizerine bir arastirma
grubu yonetiyorum.

Merhaba, ben Tobi ve bes yildir Oli'nin arastirma grubundaym.
... ve ben de Katja, Tobi gibi Oli'nin grubunda Postdoc olarak bulunuyorum.

Biz yapisal biyologlar sinir sistemimizin cesitli gorevlerini nasil yerine getirdigini anlamak igin sinir
hiicrelerinin proteinlerini inceliyoruz.
Ve bunu atom seviyesinde ¢ok yakindan yapiyoruz.

Karmasik proteinlerin yapilarini ortaya gikarmak aylar hatta yillar alabilir

Bu nedenle, bugiin yapisal biyolojinin model proteinlerinden biri olan lizozimin yapisal
aciklamasiyla ilgilenecegiz.

Lizozim, gbzyasimizda bulunan ve gdzlerimizi bakteriyel enfeksiyonlardan koruyan bir proteindir.
Simdi Katja ile ben sizlere yapisal biyolog olarak ustalasmamiz gereken farkli ¢alisma yontemlerini
gosterecegiz.

Soru / Arastirma

ilk olarak hangi soruya cevap aradigimiza karar vermeliyiz.

Yapisal biyolog oldugumuz icin burada proteinlerin lg boyutlu yapisiyla ilgileniyoruz!

Ama ayni zamanda enerji molekdillerinin proteinimize nerede baglandigi da 6nemlidir!
Proteinimiz galistiginda li¢c boyutlu yapisi nasil degisir?

Bu sorularin her biri icin bir yapi olusturabiliriz.

Ama ilk olarak diger arastirmacilarin bugline kadar neler bulduklarini inceleyelim.

Bunun igin veri bankalarini arastirir veya bu protein lizerine arastirma yapmis meslektaslarimiza
sorariz.

Hangi proteini yakindan incelememiz gerektigini 6grenince laboratuvara gegeriz.
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Protein liretimi

Proteinimizi satin alamayacagimiz icin kendimiz tretmeliyiz.

Neyse ki arastirmalarimiz sayesinde hedef proteinimizin yapi planini iceren DNA dizisini biliyoruz
ve bunu bakterilere aktariyoruz.

Bakterilerle calismak gercekten ¢ok kolay, 37 derecede olan amino asitlerden olusan bir besin
ortamina koyun ve ardindan biraz sallayin.

Bakterilerin kulugka makinesinde yaptiklari da tam olarak bu. 37 derecede hafifge sallanmak.

Proteinimize ulasabilmemiz icin besin ¢dzeltisi ile bakteriler birbirinden ayrilmalidir.

Bu islem igin hizlica dénen bir santriflij makinemiz var, 20 dakika boyunca dakikada 4500 devir.
Bu sikma programindaki bir camasir makinesinden daha hizli.

Agir bakteriler dibe ¢oker ve bu sayede besin ¢ozeltisi kolayca dokdlebilir.

Saflagtirma
Ancak bakterilerimizin iginde artik hem kendi proteinleri hem de DNA'sini aktardigimiz hedef

proteinlerimiz var.

Bu proteinlere ulasmak icin ilk olarak bakterilerin zarlarini yok etmemiz ve bakterileri agmamiz
gerekir.

Ne yazik ki bu sefer de bakterilerin kendi proteinlerinin ve hedef proteinimizin oldugu bir karisima
sahibiz.

Bu bir sorun degil ¢linki proteinleri birbirlerinden ayirabiliriz.

Bunu bir kromatografi sistemi kullanarak yapiyoruz.

Protein kokteylini icine enjekte ediyoruz ve sonra kiiglk elekler gibi calisan stitunlara
pompaliyoruz.

En son proteinler situnlarin arkasindan boyutlarina gére siralanmis olarak cikar ve otomatik
numune toplayicida toplanir. Her tlipte sadece tek bir biytklikte olan proteinler bulunur ve en
kiigtk proteinler son tliptedir.

Bilgisayar hedef proteinimizin hangi tlipte bulundugunu bize gdstermek igin ultraviyole 1sik
kullanr.
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Kristalizasyon

Sonunda hedef proteinimizi saf bir sekilde elde edebildik.

Yapisini belirlemek icin onu 6lgmeliyiz.

Ancak tek proteinden gelen sinyal 6lclilemeyecek kadar kiiglik olacaktir.

Sinyali gl¢lendirmek icin bir numara kullaniyoruz:

Kristallesmesine izin veriyoruz, ¢linki bir kristalde birgok protein molekdliiniin diizenli bir
siralamada oldugunu biliyoruz. Ne yazik ki genellikle bir kristalin nasil sartlar altinda olustugu net
degildir. Bu ytzden mimkin oldugunca ¢ok kosul belirliyoruz ve test ediyoruz.

Kristalizasyon robotu sayesinde birgok farkli sollisyon otomatik olarak hazirlanmaktadir.

Bunun igin 96 delikli bu plakalara ihtiyacimiz var.

Protein basina 10-15 plaka hazirliyoruz, bu sayede yaklasik 3 saatte 1000'den fazla farkli kosul
uretebiliyoruz.

Ancak bir kristalin olugmasi uzun zaman alabilir. Nadiren bu birkag saat icinde gergeklesebilir, fakat
genelde glnler, haftalar hatta yillar alabilir. Bu 6rnekleri elle mikroskopta takip etmek ¢ok zor
oldugu icin kristalizasyon otelleri adini verdigimiz sistemlerimiz var.

Burada ornekler 4 veya 20°C’de saklanir ve belli araliklarla otomatik olarak “odalarindan”
cikarilarak bir kamera ile fotograflanr.

Evet, bazen yillarca orada kalirlar ve bizler de bilgisayarimizdan bir seyler olup olmadigini takip
ederiz. Kulaga heyecan verici geliyor ve gercekten de dyle.

Ne yazik ki bircok 6rnegimizin sadece birkaci kristallesiyor.

Bircok plaka uzun bir stire sonra bile hicbir kristal icermiyor.

Burada belirli bir anda bir plakada ¢ekilmis 96 fotografi goriyoruz.

Istersek belli bir zaman dilimindeki baska bir érnegin de fotograflarina bakabiliriz:

Bir giin sonra, iki glin sonra, bir hafta sonra, iki hafta sonra...

Kristalleri ortaya cikardigimizda ve blylmelerini izleyebildigimizde hissettiklerimiz ¢cok guizel, adeta
bir basari hissi.

Simdi sizden model proteinimiz lizozimin hangi kosullar altinda en blytik kristalleri olusturdugunu
bulmanizi istiyoruz.

Lizozimin en iyi yani birka¢ dakika icinde kristallesmeleridir.

Bu da olusumu canli olarak izleyebileceginiz anlamina geliyor.

Hepinize kolay gelsin.
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2. Kisim:

Hedef proteinimizi bakterilerle Urettikten sonra kromatograf makinesi ile temizledik.

Daha sonra hedef proteini birgok farkli sollisyona koyarak kristallestirmeye calistik.

Haftalar veya aylar sonunda nihayet kristallerimizi olusturmayi basardik.

Kristallere ihtiyacimiz var ¢linkl proteinlerimiz kristallerin icinde dizenli bir kafeste bulunurlar ve bu
da bir tur sinyal ylkseltici gérevi gorir.

Réntgen yapi analizi

Protein kristallerimiz insan saginin ¢capi kadar kiigtktir.

Buna ragmen mikroskop ve naylon halka yardimiyla, proteinlerimizi balik tutar gibi ¢ozeltiden
cikarabiliriz.

Daha sonra kristallerimizi -197°C’de sivi nitrojen igerisinde dondururuz.

Bunu yapmamizin nedeni kristallerimizi rontgen iginlariyla incelemek istememiz ve yliksek enerjiye
sahip olan rontgen isinlarinin kristallerimizi yok etmesini istemememiz.

Rontgen isinlar bir demet halinde kristalimize carpar ve isinlarda sapmalar olur.

Kristalin her bir atomu isini farkli bir sekilde saptirir ve bu glizel kirilim gériintileri bu sekilde ortaya
cikar. Uc boyutlu net bir gériintli elde edebilmemiz icin kristali rontgen isinlari icerisinde
dondurerek birgok resim ¢gekmemiz gerekiyor.

Bu 6lcimler bes dakika ila iki saat arasinda sirebilir.

Cesitli bilgisayar programlarinin yardimlariyla bu model lzerinden elektron yogunlugu bulutunu
hesaplayabilirsiniz.

Bunlar proteinimizi gevreleyen bir kabuk gibiler.

Elimizdeki setin ilk kristaliyle yapinin basarili bir sekilde belirlenebilmesi oldukga nadir goérdilir.
Genellikle ylzlerce kristali test eder ve yapiyr ¢cézmek icin gereken veriye sahip olana kadar 6lgim
yapariz.

Amino asitlerin nereye uydugunu iyi gérebilmek, kristalimizin ne kadar iyi olduguna,
ol¢imlerimizin netligine ve elektron yogunlugu bulutumuzun ne kadar iyi tanimlandigina baglidir.
Olglimlerimiz net ise bilgisayarlar modellememize yardimci olabilir.

Ama eger net degilse, programlar yapabileceklerinin sinirina hizlica ulasir ve bilgisayarin basina
gegip amino asitleri teker teker buluta insa ederek protein boyunca yolumuza devam etmemiz
gerekir.
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Burada projenin basina geri déniyoruz. Proteinimizin planini igeren bir DNA yerlestirmistik.

Bu amino asit dizisini bir kez daha burada ve elektron yogunlugu bulutunda goriyoruz.

Bu bilgiyi modelleri olusturmak igin kullanabiliriz ¢linkii amino asitlerin olusturdugu diziyi bastan
sona biliyoruz.

Bu sekilde diziyi goézden gecirebilir ve elektron yogunlugu bulutunda amino asitlerin dahil edilmesi
gereken karakteristik yerleri arayabiliriz.

Amino asit dizisine dayanarak modeli buradan olusturmaya baslayabiliriz.

Simdi tam olarak bunu yapacaksiniz:

Lizozim modelimizde bazi amino asitler kayboldu.

Modelde hangi amino asitlerin eksik oldugunu bulmak ve bunlarin elektron yogunlugu bulutuyla
eslesip eslesmedigini gormek icin diziyi kullanin.

Bugiin biz yapisal biyologlarin ¢alismalari hakkinda bir fikir edindiniz ve bir proteinin yapisini
belirlemek icin bazi adimlar attiniz.

Bu yapilari kullanarak kiiglik molekdllerin motorlarinin nasil calistigini, nérodejeneratif hastaliklarin
nasil ortaya ciktigini ve bunlar igin Uretilen ilaglarin nasil gelistirildigini anlayabiliriz.

Umariz bugtinkd galismalarimizla sizleri heycanlandirabilmisizdir.

Belki de bir giin MDC'de tekrar goriismek dilegiyle.

En iyi dileklerimle, hosca kalin.

Proje icin web sitesi: bep.fu-berlin.de/nos
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