Dr. Mahir E. Ocak

TUBITAK Bilim ve Teknik Dergisi

B Makromolekiillerin Kristalografisi

34

iyolojik makromolekiillerin yapilarinin an-
Bla§1lma51 canllarin viicutlarinda meydana

gelen siireglerin anlagilmasi agisindan gok
onemli. Ornegin biyolojik molekiillerin yapilarinin
ve birbirleriyle etkilesimlerinin detayli bir bicimde
kavranmasiyla pek ¢ok hastaligin ¢aresi bulunabilir.
1913te yapist ¢oziimlenen ilk malzeme olan elmas,
sadece karbon atomlarindan olugan, basit yapili bir
maddeydi. Yillar iginde teknoloji gelistikge, krista-
lografi ile incelenen maddeler giderek karmasgiklast.
2000de yapisi ¢6ziimlenen ribozom, hidrojen atom-
lar1 haricinde yaklagik 280.000 atomdan olusuyordu.

Makromolekiillerin kristalografisinin 1934 yilin-
da X-igmlarinin pepsin molekiillerinden kirinimu-
nin gézlemlenmesiyle basladig1 sdylenebilir. Bu deva-
sa molekiillerin incelenmesini zorlagtiran en 6nemli
etken i¢inde bulunduklar ortamdan soyutlandikla-
r1 zaman yapilarinin bozulmasidir. Farkhi molekiille-
ri kristal yapisinda bir arada tutan kuvvetler zayiftir
ve kristaller %90 oraninda ¢oziicii molekiiller icere-
bilir. Makromolekiilleri ¢evreleyen ¢oziicii molekiil-
ler ortamdan uzaklastifi zaman makromolekiillerin
yapist bozulur. Fakat makromolekiiller ¢ok kiiciik de
olsa kristaller olusturur. Biiyiik sayilabilecek bir pro-
tein kristali genellikle 100 mikrometreden kiigtiktiir.
Bu kristallerin i¢inde yaklagik 10" protein molekiili
bulunur.

Bernal ve Crowfoot'un 1934 yilinda sulu ortamda
tutulan makromolekiillerin kristal yapisini1 koruduk-
larin1 kesfetmesiyle makromolekiillerin kristalogra-
fisi gelismeye basladi. Yapisi ¢oziimlenen ilk protein,

miyoglobin oldu (1958). Bu proteinin uzun zincirinin
diizensiz bir bicimde kivrik ve dolanik olmasi bilim
insanlarini sagirtmugti. Kristalografi kullanilarak yap-
s1 kesfedilen ilk enzim ise lizozimdir (1965). Bu enzi-
min molekiilleri, hidrojen atomlar1 haricinde yaklagik
1260 atom iceriyordu. Otuz bes yil sonra kristalogra-
fi ile yapisi ¢6ziimlenen ribozomlar (hiicrelerde pro-
teinlerin iretildigi devasa yapuilar) ise hidrojen atom-
lar1 haricinde yaklagik 280.000 atomdan olusuyordu.

Bugiine kadar makromolekiiller ile yapilan kris-
talografi deneylerinin biyiikk gogunlugu (yaklagik
%95'1) ok diistik sicakliklarda gerceklestirildi. Bu du-
rumun nedeni X-igmlarinin kristal yapisinda sebep
oldugu hasarin diisiik sicakliklarda ¢ok daha az olma-
st. Ornegin X-iginlarmin 100 Kelvin sicakliktaki bir
kristalde neden oldugu hasar, oda sicakligindaki bir
kristalde neden oldugu hasarin 1/70’1 kadar. 100 Kel-
vin sicaklik biyolojik siireglerin gergeklestigi sicaklik-
lara gore ¢ok diisiik olsa da, ayn1 proteinlerle farkl si-
cakliklarda yapilan aragtirmalar amino asit zincirleri-
nin yapilarinin sicakliktan etkilenmedigini gosteriyor.

Makromolekiil kristalografisi deneylerinin en zor
agamast, kirinim desenleri elde etmek icin kullanila-
bilecek niteliklerde kristaller elde edilmesidir. Kris-
tallestirme yapilmadan 6nce yeterli miktarda protein
elde edilmesi ve saflagtirilmasi gerekir. Saflagtirma si-
rasinda biiyiik miktarda protein kaybolabilir. Ancak
safligin artmasi kristallerin olusmasi ihtimalini artir-
dig1 icin saflagtirma asamasi ¢ok onemlidir.
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Kristallerin iiretilmesi hakkinda uzun zaman-
dir yapilan aragtirmalara ragmen, hangi proteinle-
rin hangi kosullarda kristallesecegi hala tahmin edi-
lemiyor. Kristallesmenin hangi kosullarda gercekle-
seceginin bulunmasi amaciyla once ¢esitli sicaklik-
larin, protein derisimlerinin, pH’larin taranmas ge-
rekiyor. Artik bityiik hacimli sivilar1 ¢ok kiigiik ha-
cimlere bolebilen kristallestirme robotlar: sayesinde
binlerce farkli kosul kisa zamanda incelenebiliyor.
Deneylerin en ¢ok zaman alan agamasinin kristal-
lerin toplanmasi oldugu soylenebilir. Heniiz bu is-
lemi yapabilen otomatik cihazlar olmadig igin de-
neylerin bu agsamasi diger asamalardan daha uzun
strtiyor.

Lipidik kiibik faz

Gelismekte olan teknolojiler makromolekiil kris-
talografisinin yeni alanlara dogru yol almasini sagli-
yor. Bu alanlar arasinda senkrotronlarda oda sicak-
liginda yapilan galismalar: sayabiliriz. Senkrotron-
lardaki X-151n1 kaynaklarinin yogun olmas: kiigiik
kristallerle deney yapilmasii kolaylastiriyor. An-
cak X-1gmlarinin kristal yapisinda hasarlara neden
olmast hala bir sorun. Kristallere gonderilen 1gmnlar
onemli bir hasara sebep olmadan 6nce yeterli mik-
tarda veri toplanmasi gerekiyor. Kristallerde meyda-
na gelen hasarin nasil azaltilabilecegi tizerine aras-
tirmalar devam ediyor.

Makromolekiil kristalografisinin gelismekte ol-
dugu alanlardan bir digeri, hiicre zar1 proteinleri-
nin kristalografisi. Insanlarin DNAsinda kodlanmug
proteinlerin yaklasik %30’u hiicre zar1 proteinleri-
dir. Ancak protein veri tabanindaki yaklagik 97.000
proteinin sadece 1400 kadar: hiicre zar1 proteini. Bu
durumun en 6nemli sebebi hiicre zar1 proteinlerini
kristallestirmenin zorlugu. Proteinleri kristallestir-
mek i¢in kullanilan standart yontem, icinde prote-
inler bulunan ¢6zeltilerden su molekiillerinin uzak-
lastirilmasina dayaniyor. Ancak hiicre zar1 protein-
leri, dogalari geregi suda ¢6ztinmiiyor. Eger suda ¢o-
ziinselerdi, bir hiicreyi ¢evresinden ayiran hiicre za-
rin1 olusturamazlardi. Dolayisiyla hiicre zar1 prote-
inlerini kristallegtirmek icin bagka proteinleri kris-

Service, R. F, Science, Cilt 343, 5. 1094, 2014.

tallestirmek i¢in kullanilanlardan farkli yontemler
kullanmak gerekir. Bu durum kristallesmeye uygun
kogullarin arastirilarak bulunmasini ¢ok zorlastirir.

Kristallestirilebilmeleri i¢in hiicre zar1 proteinle-
rinin hiicre zarindakine benzeyen bir ortamda bu-
lunmasi gerekir. Bugiin bu proteinler ile ilgili ¢calis-
malar, lipidik kiibik faz adi1 verilen bir ortam kulla-
nilarak yapiliyor. Bu ortamdaki lipid molekiilleri, su
kanallar1 ¢evresindeki {i¢ boyutlu, i¢i bos bir yapi is-
keleti gibi diizenlenir ve hiicre zar1 proteinleri bu
yapinin i¢inde ayn1 dogrultuda yonlenir. Bu yontem
kullanilarak bugiine kadar pek ¢ok protein incelen-
di ve boylece bazi biyolojik stirecler daha iyi anlagil-
du C)rnegin H*/Ca?" tasinma mekanizmalari, hiicre
zar1 proteinlerinin kristalografisi sayesinde bulun-
du. fleride yapilacak ¢aligmalarin proteinlerle lipid-
ler arasindaki etkilesimlerin de daha iyi anlagilmasi-
ni1 saglayacag1 diistiniilityor.

Sonug¢ olarak makromolekiil kristalografisinin
gelismekte olan bir alan oldugunu sdyleyebiliriz.
Proteinlerin yapilar1 hakkindaki bilgilerimiz arttik-
¢a biyolojik siiregleri daha iyi kavramaya baslhyoruz.
Ozellikle hiicre zar1 proteinleri konusundaki calis-
malar ¢ok 6nemli. Bugiin ila¢ olarak kullanilan pek
¢ok madde hiicre zarlarindaki enzimleri, reseptorle-
ri ve tagtyicilar: hedef aliyor. Hiicre zari proteinleri-
nin yapilarinimn ve diger molekiillerle etkilesimleri-
nin daha iyi anlagilmasi pek ¢ok hastaligin tedavi-
si icin etkin yontemler gelistirilmesini saglayabilir.
Makromolekiillerin kristal igindeki yapilar1 kristal-
lestirme sirasinda takip edilen prosediirlere bagli ol-
dugu igin, proteinlerin yapilarin: ve birbirleriyle et-
kilesimlerini daha iyi anlayabilmek i¢in zaman-¢6-
ziimlemeli kristalografi ¢alismalarina agirlik veril-
mesi de ayrica 6nemli.
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