([ TILIHTTE T
| 1
| ‘

—

| 3 =\ \ I
— ) \ =3
~ | . b

Bir ferro alaskan tipii ve bir miknatis ile oynamak
sadece eglenceli olmakla kalmaz,
ayni zamanda bir giin bir hayat kurtarabilir.
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Frederick
Sanger

Merve Calisir ve Dr. Adil Denizli

Hacettepe Universitesi, Kimya Bolimd, Beytepe, Ankara

Genellikle Fred ismiyle taninan Frederick Sanger, yirminci yizyilin
en etkili bilim adamlarindan biriydi. Kendini adamig bir molekiler
biyolog olan Sanger, tim akademik yasaminm1 Cambridge'de pro-
teinleri ve nlkleik asitleri dizinlemek icin yontemler gelistirerek
gecirdi. Nobel Kimya Od{li'nd iki kez kazands, ilki 1958'de protein
dizinleyerek ve ardindan 1980'de nikleik asitleri dizinleyerek. Bu
ayrimi basaran tek bilim adami odur. Calismasinin etkisi cok by k-
td. 1950'lerde protein kimyasi alanini acti ve bircok protein ve en-
zimin dizisi, yapisi ve islevi ile ilgili calismalarn tesvik etti. 1977'de
molekiler biyolojide devrim yaratan ve insan genomunun 3x10°
nikleotidini tamamen siralamay1 mimkin kilan dahiyane bir DNA
siralama yontemi gelistirdi. Dahasi, genetik kodu dogruladi, gene-
tik kodun mitokondride farkli oldugunu gosterdi ve 6rtisen gen-
leri kesfetti. Fred Sanger mitevaz, icine kapanik bir adamdi ama
meslektaslar ve arkadaslari i¢in her zaman genis bir vizyona sahip
oldugu bilinirdi. O bir 6ncd ve liderdi.

7/
yllar:

Fred'in biyukbabasi William Albert Sanger (1840-83) bir ilag kim-
yaaisiydi. Blyitkannesi Ann Mary'nin (née Hoff, 1837-1913) bes
oglu (John, William, Frederick, Edward ve Hubert) ve bir kizi (Mary)
vardi. Fred'in babasi Frederick (1876-1937), Cambridge St John's
College, Cambridge'den (BA, 1897) Doga Bilimleri boliminden
mezun olduktan sonra, Cambridge'de (MD, 1905) Profesor George
Nuttall FRS altinda ‘Mediko-yasal yoninden ele alinan kan icin bi-
yolojik test’ Uzerine bir lisanststy arastirma yapti. Cok dindar bir
adamdi ve Church Missionary Society sponsorlugunda tibbi misyo-
ner olarak Cin'e gitti. En kayda deger basaris, Cin‘'de sadece Man-
darin simifina degil, herkese acgik bir okulun kurulmasiydi. Kardesi
Revd Hubert Sanger, Avustralya'ya giderken onu Cin'de ziyaret
etti. Hubert'in kiz1, Fred'in kuzeni, kan grubu séhretine sahip Ruth
Sanger FRS (1918-2001) idi. Cin'de 10 yildan fazla bir sire sonra
Birlesik Krallik'a doénen Frederick, 1916'da Cicely, née Crewdson
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(1880-1938) ile evlenerek, Gloucestershire kirsalindaki Rend-
comb'da yerel pratisyen hekim olarak ¢alistr.

Fred'in annesi Cicely, zengin bir pamuk Ureticisi olan Theodore
Crewdson (1835-1923) ve Rachel Elizabeth, (kizlik soyadi Jowitt'in)
(1841-80) kiztydi. Cicely, Theodore, John Wright, Lilian Dora, Helen
Mary, Joseph Dilworth ve Cicely adli alt1 cocugun en kicugutydd.
Crewdson'’lar esas olarak ticaretle ugrasiyordu. Fred, "babamin ak-
sine, Cicely aile disinda pek azilgi alani olan sessiz olduk¢a utangag
birinsandi” dedi.

Frederick (Fred) Sanger, 1918'de Frederick ve Cicely Sanger'inikinci
oglu olarak dogdu. Fred'in agabeyi Theodore (Theo) (1917-2003)
bir yil 6nce dogdu ve kiclk kiz kardesi Mary (May1s) bes yil sonra
dogdu. Fred ve Theo yaslariyakin ki¢lk ¢cocuklar olarak birlikte oy-
nadilar. Blyik bahgenin ve Rendcomb’daki énemli “Eski Evlerinin”
bahcesinin altindaki Churn Nehri'nin tadini ¢ikardilar.

Kidemli Frederick Sanger, ailesi Gzerinde iki ana etkiye sahipti. Bi-
rincisi, tibbi caligmalan bilime olan ilgiyi uyandirmasi ve ikincisi,
Crewdson ailesindeki Quaker geleneginden etkilenen Cicely ile
evlendikten sonra ingiltere Kilisesi'nden sadik bir Quaker'a déniis-
mesi idi. Ironik bir sekilde, Crewdson ailesinin kendisi Quakerizmi
reddetmisti ve asla bir Quaker olamayan Cicely, ingiliz Kilisesi inan-
cina sahipti. Boylece, Fred de dahil olmak Uzere G¢ Sanger cocugu,
Quaker ilkelerine gore yetistirildi, sabah ve aksam dualarini séyle-
yerek ve anneleri kiliseye gitmesine ragmen genellikle babalariyla
Quaker toplantilarina katiliyorlardr.

Fred'in ailesi, bes yasindayken Birmingham yalinlarindaki
Tanworth-in-Arden‘deki ‘Far Leys'e tagindi. O ve agabeyinin egitimi
orada bir mirebbiye olan Helen Mary Shewall'un giinlik ziyaretiyle
baslad1. Evde hem ¢ocuklara hem de ikiya da Gg yerel cocuga egitim
veren hayat dolu, Quaker bir kadindi. Fred bu ddnemden keyif ald
¢unkd Bayan Shewall, kisisel olarak ona bolca ilgi gbsteren nazik bir
insandi. Theo, bilimde, 6zellikle doga tarihinde ilging Fred'de biyik

| biretkiye sahipti. Fred sunlar kaydetti 'Yaglarimiz yakin oldugu igin
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Theo ve ben ¢ocuklugumuzun ¢ogunu bir-
likte gecirdik. O her zaman liderdi ve ben-
den ¢ok daha disa donlk ve dinamikti. Ben
her zaman biraz utangag ve sessiz oldum.”
iki cocuk kafataslarim topladilar, kus yuva-
lanin aradilar, ama yumurtalan ¢almadilar,
ve Ilkbaharda, ebeveynlerinin sahip oldu-
gu bir tarlamn yakindaki bir gblette semen-
der ve kurbaga aradilar.

1927'de Fred, heniz dokuz yasindayken,
Worcestershire,
Downs hazirlik okuluna (bagimsiz bir Qu-
aker okulu) girdi. Ufak ve olduk¢a utangag
bir cocuk olan Fred, ilk bagta yatili okulu

Malvern yakinlarindaki

travmatik buldu, ancak yavas yavas evden
uzakta olmaya alist1 ve okuldaki kaginilmaz
kiclk zorbaliklara adapte oldu. Cok ¢alisty,
sinifinin zirvesindeydi ve hem rugby hem
de krikette okul takiminda yer ald1, ancak

mUizikte hicbir yetenek gdstermedi. Asla
akortlu sarki sdyleyemezdi. Sanat ustasi
Maurice Feild tarafindan yagli boya resimle
tamgtinldi. Annesinin 50. dogum giind igin
cok deger verdigi 50 resimlik bir kitap yap-
1. Ancak Fred tatilleri okuldan daha ¢ok se-
verdi. Fred 10 yasindayken marangozluga
basladi ve kiclk bir tahta pargasindan bir
kilise oydu ve ardindan onu renklendirdi.
Annesinin bunun oldukga orijinal oldugu-
nu disindi. Marangozlugu, Cin'deyken ba-
basinin bir meslektaginin oglu olan Louis
G. Byrde'den 06grenmisti. Ebeveynlerinin
cocuklar icin bahgelerine “Pansymou-
se” adinda bir kulibe yaptirdi. ("Pansy”,
Theo'nun takma adiydi, “fare” Fred'in tak-
ma adiydi.) Orada Theo'nun kafatasi kolek-
siyonu, Fred de marangoz aletleri i¢in tez-
gahi vardi ve daha sonra dévme ve kaynak
aletleriicin ayr bir alan ayirdilar.
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1932'den 1936'ya kadar Fred, Dorset'te
yeni kurulan bagimsiz bir devlet okulu
olan Bryanston‘a gitti. Bryanston, Downs
hazirlik okuluyla baglantilari olan ilerici bir
okuldu. Okul miduird T. F. Coad hatiri sayilir
bir 6zglrlige izin verdi ve okul ¢aligmasi
genellikle 6grencilere bir proje verildigi ve
isi tamamlamalk igin ustalardan ve buyik
cocuklardan yardim almaya tesvik edilen
‘6devler’ olarak yapildi. Bu "Dalton” sistemi
Fred'e uygundur ¢iinkd “size zorla bilgi ver-
mek yerine kendinize bir seyler bulmamz
gerektigi anlamina gelir”. Bilim iyi 6gretildi.
iki usta, Frazer Hoyland (Biyoloji) ve Geof-
frey Ordish (Kimya), Fred tzerinde 6zel bir
etkiye sahipti. Frazer Hoyland"n, Fred de
dahil olmak Uzere o©grencilerin okuldan
sonra laboratuvarda serbest olabilecegi,
slaytlar yapip 151k mikroskobu altinda onla-
ra bakabilecekleri bir "Biyoloji Toplulugu”
vardi. Bay Ordish, Universitede boyar mad-
deler Uzerine arastirma yapmis ve Fred’e
bazi renkli kristaller yapmak igin kigik bir
proje vermisti. Fred sunlan soyledi. "Labo-
ratuarda ¢alismak benim i¢in sadece otur-
maktan ve kitap okumaktan ¢ok daha ha-
rika bir degisiklikti. Bunun gercekten zevk
aldigim bir sey olduguna karar verdim.”

Fred, Okul Sertifika Sinavinda (ingilizce, Al-
manca, ilkégretim matematik, ek matema-
tik, fizik ve kimya, Latince ve biyoloji) yedi
krediyi tamamlad1 ve olaganisty bir basan
ile Cambridge, St John's College'a kabul
edildi. Babasi ve iki amcas1 John ve Hubert
Sanger'e katilmis oldu.

Fred'in ailesi Fred'in Cambridge'de tip oku-
yacagint umuyordu ama Fred, Bryanston'da
okuldayken fikrini degistirdi. Fred daha
sonra sunlari dedi:

Baslangicta babamin izinden gidecegimi
ve doktor olacagimi sandim, ancak bunu
ciddi bir sekilde diistinmeye Bryanston‘daki
son yillarimda, Universitede ne yapacagdi-
ma karar vermem gerektiginde basladim.
Bir doktorun hayatinin nasil oldugunu
gormiistiim ve ne kadar ¢ok diisiiniirsem
o kadar az sevdigimi fark ettim. Insanlarin
istirabini dindirebilmeyi sevmis olsam da,
bana cok sikintili bir is gibi geldi, stirekli

| olarak bir sorundan digerine kosturuyordu,
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Fred kimyay severdi

ama fizik veya mate-
matikten hoslanmazda.
Bu nedenle, ilk yilin-
dan sonrafizigi bwrak-
tr ve bunun yerine fiz-
yolojiye baslada.

oysa ben tek bir soruna sahip olma fikrini
tercih ettim.

Bryanston'daki son déneminin ikinci yari-
sinda (1936 yazi), Cambridge’e gitmeden
once Fred, Giney Almanya‘da, daha sonra
Gordonstoun'u kuran Kurt Hahn tarafindan
kurulan bir Alman okuluna, Schloss Salem’e
degisim &grencisi olarak gitti. Bu ziyaret-
te, Bryanston'dan David Forbes adli baska
bir 6grenci ile birlikte, Fred Almanya'nin
‘naziklestirilmesini’ ve gittigi okuldaki et-
kisini gézlemledi. Spor, ¢zellikle hokey ve
atletizm ve agik hava etkinlikleri, akademik
calisma kadar vurgulandi. Fred akademik
olarak Almanca disinda yeni bir sey 6gren-
medi. Bryanston'da spor zorunlu degildi.
Fred baslangicta Downs okulunda oynadig:
hem rugby hem de kriketle devam etti, an-
cak daha sonra bu organize oyunlari kaptan
oldugu besler ve squash igin biraktr.

Fred, Cambridge'deki ilk yiim akademik
agidan ¢ok zorlu buldu ve ilk yil sinavlan-
nin yalmzca Ggte birini gecti. Sorun, Fred'in
okulda "Yuksek Sertifika” almamig olmasi
ve fizik ve matematikte yeterli temele sa-
hip olmamasiydi. Diger bir faktor de Fred'in
babasinin 1937'de mide kanserini ortadan
kaldirmak icin yapilan bir operasyonda ha-
yatini kaybetmesi ve annesinin de bir yil
sonra 1938'de kolon kanserinden aralarin-
dan aynlmasiydi. Bu geng Fred'i biraz sa-

vunmasiz birakmis olabilirdi. Fred kimyay1
severdi ama fizik veya matematikten hos-
lanmazd1. Bu nedenle, ilk yiindan sonra fi-
zigi birakti ve bunun yerine fizyolojiye bas-
ladi. Ancak bu iki yil icinde birinci agamay1
tamamlayamayacagr anlamina geliyordu.
Lisans derecesini almasi tg¢ yilini aldi. Nor-
malde Cambridge'i terk ederdi. Ancak, ebe-
veynlerinin mirasindan 25.000 £ miras al-
dig1icin parasi sikintis1 gekmiyordu. Kisim |
biyokimya kursunu begenmisti, bu yizden
biyokimyada bir Kisim Il (ileri kurs) almak
icin dordincd bir yil kalmaya karar verdi.
Fred ozellikle Bolim Il uygulamali ders-
lerini ve aralarinda morfogenez Uzerine
Joseph Needham (FRS 1941), sitokromlar
Gzerine David Keilin FRS ve enzimler Gzeri-
ne Malcolm Dixon oldugu 6gretim gorevli-
lerinin cogkusunu begendi.

is diginda Fred, asil ilgi alam Quakerizm'e
odaklanmisti. Bundan cok etkilendi ama
asla Dostlar Dernegi'ne Uye olmadi. Camb-
ridge'deki toplantilarina katildi, gesitli sos-
yal faaliyetlerde bulundu ve arkadaslan
arasinda bircok Quaker vardi. Onaylanmig
bir pasifist olarak “Baris Taahhidu Birligi”
ni imzalamist1 ve bilim adamlarinin savag
karsiti grubunun bir Uyesiydi (Brownlee
2014). Bu o zamanlar popdler degildi, ¢in-
ki Almanya ile savas ¢ikmisti ve zorunlu
askerlik getirilmisti. Fred, vicdani retci ola-
rak stattisiind dogrulamak icin mahkemeye

¢ikmak zorunda kalds, askerlik hizmetinden
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kosulsuz muafiyet elde etti. Fred'in ilgi
alanlarn onu, Cambridge, Newnham Colle-
ge'da ekonomi okuyan bir lisans dgrencisi
olan Leicestershire'dan guizel bir esmer
olan kiz arkadasi (Margaret) Joan Howe ile
tamgtirdi. Fred ona bilim adamlarinin savas
karsiti grubu igin “Yeniden silahlanmanin
siyasi ve ekonomik etkileri” baslikli bir ra-
por yazmasina yardim etti. Fred, B&lim Il
biyokimyasini yaptig1 yil boyunca onunla
¢ok zaman gecirdi. Bu slre zarfinda Fred,
vasisi J. D. Crewdson‘dan (amcasi1 Dilworth)
Universite 6gretmenine bir mektupla des-
teklenen bir araba kullanma izni aldi. Bir
araba aldi, 8 sterlin degerinde eski bir
Jowett.

Fred ve Joan 28 Aralik 1940'ta Glouces-
tershire, Syde'de evlendiler. Joan, Alfred
Howe (1889-1976) Sarah, née Watson 'in
en blyik kiziydi. Alfred Howe, bir ayakkabi
fabrikasina sahip olan basarili bir Leicester
ayakkabr Ureticisiydi. Ailesine karsi olduk-
¢a kati olmasina ragmen, kendi kendine
yeten bir adamdi. Cocuklart adina hirshiy-
di ve Joan muhtemelen Howe ailesinden
Universiteye giden ilk kisiydi. Gelecekteki
damadindan tam olarak emin degildi ve
yegenleri Christopher ve Michael Howe'ye
gore, muhtemelen kizinin, en azindan li-
sans kariyerinin baglarinda olmayan pasi-
fist bir bilim adamindan ¢ok daha ortodoks
biriyle evlenmesini bekliyorlardr. Alfred’in
Fred'e, fikirlerini “onaylamadik¢a” kiziyla
evlenemeyecegini sdyledigini hatirliyorlar.

Fred, 1940 yilinda II. Bolim biyokimya kur-
sudan birinci simif bir derece alarak fikir-
lerini ‘gl¢lendirdi’. Mezun olduktan sonra
doktora okumayr planlamamisti, ancak
arastirma yapacak kadar iyi oldugunu di-
stiniiyordu. ilk olarak Norman Wingate (Bill)
Pirie ve ardindan Albert Neuberger (1908-
1940) tarafindan denetlenerek (yalnizca
bir ay sireyle) kendi kendini finanse ede-
rek Cambridge Biyokimya Departmani'na
déndd. ‘Hayvan vicudundaki amino asit
lizinin metabolizmasi” konusunda calisti.
Fred, karakteristik bir al¢cakgonullildkle,
doktorasini yiksek puanlamadi (Brownlee
2014), ancak ¢alismalarinin bir sonucu ola-
rak, aralarinda savagsin bir pargasi olan ‘Pa-
tatesin Azotu’ konulu bir makale de dahil
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olmak Gzere beg makale yayinlandi. Fred'in
doktora jurileri Albert Chibnall FRS (1894~
1988) ve Charles Harington FRS (1897-
1972), sunumundan ve yazim hatalarindan
etkilenmemis olsalar da bilimi konusunda
hevesliydiler. Ancak tezini dizelttikten
sonra doktora derecesi aldi (1944).

enseilin
dizisi

Yeni Biyokimya Profesérl Albert Chibnall,
Neuberger'in  gdzetiminde doktorasin
tamamladiktan sonra, Fred'i insilin ¢alis-
mas1 igin ikna etti. Fred'in gercekten baska
secenegi yoktu. Bir ige ve yeni bir bilimsel
probleme ihtiyaci vard, ¢linkd Neuberger,
Londra'daki Ulusal Tibbi Arastirma Enstitd-
st i¢in Cambridge’den ayrilmisti. Chibnall
daha dnce insulinle ¢alismis ve fazla “ser-
best” a-amino asit igerdigini kesfetmis-
ti, bu da insdlinin oldukga kisa zincirlere
sahip oldugunu gosteriyordu. Amino (N)
terminalindeki fenilalanin amino asidi di-
sinda, instlinin veya aslinda baska herhan-
gi bir proteinin (ipek fibroinden baz1 kisa
peptidler diginda) protein dizisi hakkinda
hicbir sey bilinmiyordu (Jensen & Evans
1935). Fred, insilinin N-terminal amino
asitlerini incelemek icin Sanger reaktifi

olan florodinitrobenzeni (FDNB) tanitti. Bu
reaktif, amino gruplarint modifiye etmek
ve bir dinitrofenil (DNP-) amino asit ver-
mek i¢in oda sicakliginda insilin ile hizla
reaksiyona girdi. Modifiye edilmis amino
asit, asit hidrolizi ile tdretilmis insdlinden
serbest birakilarak, N-terminal amino asi-
din san dinitro tdrevlerinin yani sira lizinin

-amino grubunun ve tirozinin hidroksil
grubunun tirevlerini olusturabilir. Fred, in-
stlindeki DNP-amino asitlerini tamimlamak
icin yeni agiklanan bélme kromatografisi
yéntemini (Gordon ve digerleri, 1943) kul-
landi. 1945'teki klasik bir makaleden, in-
stlinin N ucunda hem fenilalanin hem de
glisin oldugunu buldu ve bu, onun en az iki
polipeptit zinciri oldugunu gosterdi. Bunu
yapmak igin, bu iki DNP-amino asidin hare-
ketliliklerini, sentezledigi 18 farkli isaretle-
yici DNP-amino asit ile bélme kromatogra-
fisi Uzerindeki cesitli ¢6zlcd sistemlerinde
karsilastirmak zorundayd.

Fred baslangicta insilin son grup analizi
icin FDNB kullanmaya karar vermemisti.
Daha 6nce FDNB kullanmaya karar verme-
den 6nce metan silfonil klorlr ve klorodi-
nitrobenzen ile ¢alismisti. Fred, floro tirevi
kloro tirevinden daha reaktif oldugu igin
FDNB kullanmaya karar verdi. Bu ilk basa-
riya ragmen, Fred henlz insilin dizinle-
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mesi yapmaya karar vermemisti. Bununla
birlikte, DNP ile etiketlendikten sonra in-
stlinin asit hidrolizi kosullanm degistirdi-
gi deneylerde (asit icindeki DNP-glisinin
kararsizigindan dolay), kismi asit hidroliz
Urlnlerinin bélim kromatografisinde tes-
pit edildigini fark etmisti. Bu arada Fred, di-
slfid baglarim performik asitle kirmak igin
insulini oksitleme ydntemini gelistirmisti.
Daha sonra iki instlin zincirini - glisil (Gly)
ve fenilalanil (Phe) zincirlerini ayirdi, an-
cak o sirada molekdler kitlesi fazla tahmin
edildigi icin dort zincir oldugunu disinda.
[1smi asit hidrolizini kullanarak Fred, insG-
linin Phe zincirindeki ilk dért amino asidin
sirasint Phe-Val-Asp-Glu olarak ve Gly zin-
cirindeki bes amino asidin Gly-Ile-Val-Glu-
Glu olarak da ¢ikardi ve aynm zamanda Phe
zincirinden Thr-Pro-Lys-Ala'nin dahili bir
tetrapeptid dizisi olarak. Degistirilmemis
amino asitleri tammlamak icin yeni agik-
lanan kagit kromatografi yénteminden ya-
rarlandi. Daha sonra Fred'in kendisi, 1949
tarihli makalesinin, daha iyi alint1 yapilan
1945 tarihli makalesinden daha 6nemli
oldugunu disindd, ¢lnkd bir amino asit
dizisini bir protein zincirinin bir ucuna biti-
sik olarak dogru bir sekilde konumlandiran
ilk makale buydu. Artik proteinlerde amino
asit dizilerini tanimlamanin midmkin ol-
dugu agiktl, bu nedenle, bazilarinin daha



Once iddia ettigi gibi, proteinlerin, amino
asit dizilerinin istatistiksel karisimlar ol-
masi olasi degildi.

1949 vili Fred icin bir donim noktasiydi
¢lnkd simdi insilin siralamasina karar ver-
misti. Daha sonra, "Muhtemelen bir prote-
indeki amino asit dizisinin tamaminin ¢ok
da uzak olmayan bir gelecekte agikliga
kavusmasi olasidir.” dedi. Fred slphesiz
bunu yazarken insdlin Uzerine kendi ca-
lismasint dustindyordu ¢lnkid agik¢a Beit
Uyesi olarak aragtirmasim destekleyen Beit
Mditevelli Heyetine verdigi 1949-50 tarihli
raporunda, bunlarin tam peptid dizisini be-
lirlemenin mimkin olabilecegini disin-
digunt belirtti. Bu karar verildikten sonra,
Biochemical Journal'da yayinlanan son
derece ayrintili dért klasik makale geldi. ilk
olarak daha uzun, 30 kalint1 uzunlugundaki
B zincirinin (Phe zinciri) dizisini, ziyaretgi
British Council destekli Viyana bilim adami
Hans Tuppy ile ¢alisti. Ardindan, daha kisa,
21 kalinti uzunlugundaki A zincirini (Gly

Baslangcta babanmn izinden
gidecegimi ve doktor olacagum
sandim, ancak bunu ciddi ber

sekilde diisiinmeye Bryanstondaki
son yillarimda, Universitede

ne yapacagima karar vermem
gerelktiginde basladim. Bir doktorun
hayatinin nasd oldugunu gormiistiim
ve ne kadar cok diisiiniirsem o kadar
az sevdigimi fark ettim. Insanlarin
stirabon dindirebilmeyi sevmis olsam
da, bana cok sikwmtils bir is gibi geldi,
stirelkli olarak bir sorundan digerine
kosturuyordu, oysa ben tek bir soruna

sahip olma filkrini tercih ettim.
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zinciri) Sidney, Avustralya'dan bir doktora
ogrencisi olan Ted Thomsonile siraladr. Bu,
Fred'in insilin konusundaki calismasinda
ilk defa yardim aldig1 zamandi. Onceki tim
insdlin ¢alismalarinda isin tamamen ken-
disi tarafindan yapildigini bildirdi. Esasen
yaklagim hem A hem de B zincirleriyle ay-
niydi, ancak daha uzun B zincirinin siralan-
masi daha kisa A zincirinden daha kolayd.
Fred'in insulini siralamak igin kullandig
yaklasima bir 6rnek olarak, Fred'in B zin-
ciri ile ilgili sonuclanm ele alalim. ilk ola-
rak, zinciri sadece kismi asit Grinlerinin
analizinin sonucundan siralamay1 denedi,
23 dipeptid, 15 tripeptid, 8 tetrapeptid, 2

pentapeptid ve 1 heksapeptid izole edil-
mis ve ayn ayn dizilenmigtir. Birbirleriyle
"Ortistiginde” ve bu zincirdeki amino
asitlerin genel bilesimini bildiginde, Fred
30 kalintili uzun zincirin 27 kalintisin1 kap-
sayan ortismeyen bes peptidi ¢ikarabildi.
Iismen daha polar peptitlerin saflastirma
problemlerinden ve kismen de serin ve
treonin kalintilarina bitisik peptit baglari-
nin kararsiziginin bir sonucu olarak, kismi
asit hidrolizinin sonuglarindan B zinciri-
nin tamamen sekanslanmasinin imkansiz
oldugu kamtlandi. Bu ¢alismadaki temel
sorun, kismi asit hidrolizi ile elde edilen
buylk ve karmasik peptit karigiminin saf-

lastinlmasiydi, bu nedenle bu calisma igin
saflastinilmis B zinciri ve cesitli tekniklerle
peptitlerin 6n grup ayrilmasi gerekliydi.
lyon degisim kromatografisi, odun kému-
ri Gzerinde adsorpsiyon ve iyonoforesis,
iki boyutlu kagit kromatografisi tUzerinde
fraksiyonlama ile saflastirmadan 6nce kar-
masik karisimlan basitlestirdi.

B-zinciri dizisini tamamlamak igin Fred,
daha spesifik bolinmeler elde etmek icin
tripsin, kimotripsin ve pepsin ile enzima-
tik hidroliz kullanmak zorunda kaldi. Daha
once bu proteolitik enzimleri kullanmak-
ta isteksizdi, ¢inkl proteazlarin sentetik
ve proteolitik aktiviteye sahip oldugu
gosterilmisti. Ancak Fred'in calismasinda
sentetik bir aktivite tespit edilmedi. ironik
olarak, daha sonra proteolitik enzimlerin
degil, kismi asit hidrolizinin artefaktlara yol
acabilecegini kanitlayacaktl. Beklendigi
gibi, enzimatik hidroliz ile kismi asit hidro-
lizatlarindan ¢ok daha basit peptit karigim-
lar elde edildi, ancak Fred artik iki boyutlu
kagit kromatografisinde ayirma ve saflas-
tirma isleminden 6nce iyonoforezi (peptit-
leri asit, notr ve bazik peptit karisimlarina
ayiran) kullandi. Kismi asit hidrolizinden
elde edilen 6nceki sonuclarin bilgisi ile bir-
lestirilen bu peptitlerin analizi, B zincirinin
30 kalintisinin ¢ikanilmasina izin verdi. Bir
proteinin sekansi ¢6zilmustd, ancak hala
tam degildi.

Geriye amid problemi kald, glutamik (Glu)
veya aspartik (Asp) kalintilarimin gercekte
glutamin (Gln) veya asparagin (Asn) olup
olmadigr sorunu. CUnki glutamin veya
asparajin igindeki amid baglan asitle hid-
rolize oldu. Fred, bu sorunu ¢dzmek igin
daha fazla peptit izole etmek igin iki enzim
daha, papain ve bir kif proteazi kullanmak
zorunda kald1. Enzimatik sindirimden tire-
tilen peptitler, genel olarak, kismi asit hid-
rolizinden elde edilenlerin aksine, amitleri
tuttu, bu nedenle, farkli pH degerlerinde
iyonoforesis
genellikle amid iceriklerinden birini bilgi-
lendirecekti. B zinciri kii¢ik bir soruna ne-

Gzerindeki hareketlilikleri,

den oldu, ancak A zincirinin 4. konumunu
ayirmak, farkl peptitlerle gelisen sonuglar
nedeniyle dizi ¢alismasinin 6zellikle sinir
bozucu bir pargasiydi. Sorun son olarak,
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dizinin dogru oldugundan emin olmadan
once, belirli bir 13 kalint1 papain peptidin-
deki amid igeriginin 17 farkl tahminini ya-
pan Ted Thomson tarafindan ¢6zGlda.

Ug disGlfir bagimin diizenine karar ver-
medeki son sorun da ayni derecede sinir
bozucuydu. Buradaki fikir, peptitleri dogal
instlinin kismi asit hidrolizi ile izole etmek,
ardindan S-S bagini kirmak ve iki yariy1 izo-
le etmek icin performik asit ile muamele
etmek ve boylece hangi sistein ¢iftlerinin
bagl oldugunu belirlemekti. Bununla bir-
likte, bu teori baslangicta bozuldu ¢iinkd
peptitler, “distlfir degisim reaksiyonla-
rnin” bir sonucu olarak asit hidrolizi sira-
sinda kanstinldr. iki ayr mekanizma vardh,
ancak Fred reaksiyona SH (tiyol) reaktifleri
ekleyerek bu kangtirmayi nasil 6nleyecegi-
ni buldu. Oyle bile olsa, A zincirinde belirli
bir distlfid kdprist kurmak ¢cok zordu ¢in-
ki iki sistein kalintis1 bitigikti.

Nihai ¢6zim Fred ve meslektaslart Hans
Tuppy, Ted Thompson, A. P. Ryle, Ruth Kitai
ve Les Smith tarafindan 11 yilda ¢6zGldd.
Ancak bir proteinin ilk dizisini tarif etme-
ye degdi. Bilimsel topluluk bu glc turuna
hayran kaldi. Fred, calismasinda, bdlme
kromatografisinin ve ardindan kagit kroma-
tografisinin gelistirilmesi i¢in Martin'e bu-
yuk bir kredi verdi ve bu tekniklerin insilin

Gzerindeki calismalari igin ne kadar 6nemli
oldugunu kabul etti. Yine de Martin'in gru-
bu, Fred'inki kadar iddiali bir analiz yapma-
di. insiilini dizilemekten cok daha basit bir
problem olan siklik pentapeptid gramisidin
S dizisini belirlemiglerdi. Fred'in yaklagimi-
ni karakterize eden ve nihayetinde basa-
rsina yol agan, projeyi tamamlamak igin
ettigiisrar, odaklanma ve inatc1 kararliliktr.
Fred, Stretton'un (2002) vurguladig1 gibi,
insdlin dizisini ¢6zmek icin bircok engelin
Ustesinden gelmek ve literatirdeki tek-
nikleri gelistirmek ve uyarlamak zorunda
kaldr.

insiilinin tammlanmis ve benzersiz bir ami-
no asit dizisine sahip olmasi nedeniyle, bu,
amino asitlerin insdlin icindeki dizenini
tanimlayan veya diger proteinlerde genel
bir ilkenin olmadigim gosterdi. Bu, protein-
lerin genel olarak dizenli tekrar eden dizi-
lere sahip olabilecegi veya tanimlanmamisg
bir sekilde heterojen olabilecegi seklinde-
ki 6nceki hipotezlere karsilik verdi. Daha
da 6nemlisi, 1950’lerin baglarinda mRNA
ve tRNA bilinmemesine ragmen, belirli bir
protein sentezi mekanizmasi olmasi gerek-
tigini kamitladi. Sonug olarak, proteinlerin
bu amino asit dizisini belirtmek icin bir
genetik kodun var olmasi gerekir. Nobel
komitesi, 1958'de Fred'e Nobel Kimya Od-

| lU'nG vermesi uzun sirmedi. Fred'in calig- |
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mas1, ribontkleaz, kimotripsin, miyoglobin
ve hemoglobinin a ve B globin zincirleri
gibi diger proteinleri siralamak icin bag-
kalar tarafindan yapilan sayisiz calismayi
tesvik etti. Asit hidroliz prosedurd, karigim-
larin karmagikligindan dolay1 bu daha uzun
proteinlericin uygun degildi.

radyo-
etiketli
protein dizise

1954'te insilin dizilimini tamamladiktan
sonra Fred, yapisini islevle iliskilendirmek
istedi, ancak bu yonde sadece sinirli iler-
leme kaydetti. Bununla birlikte, ilgili in-
slinlerin kargilagtirmali siralamasi fikrini
ortaya atti. leuan Harris, H. Brown, Ruth
Kitai ve Mike Naughton ile birlikte domuz,
koyun, at ve balina insdlinlerinin s1gir in-
stlininden farkli oldugunu, bdylece acik-
¢a islevi etkilemeden degisebilen amino
asit kalintilanin tamimladigint gosterdi. Bu,
farkli tdrlerdeki homolog amino asit ka-
bintitarim tammlamak i¢in karsilagtirmalr
dizilemenin ilk 6rnegidir ve proteinlerdeki
hangi amino asit kalintilarinin islev agisin-
dan 6nemli oldugunu degerlendirmek icin
hala yaygin olarak kullanilan bir ydntemdir.
Ama bagka bir fikri daha vardi. Protein di-



Radyoalktif yontem-
lerle tam olarak
dizinlenecek ilk kisa
RNA, Escherichia
coliden 120 niikle-
otid 58 ribozomal
RNA ida.

zilemesinin zahmetli prosedirlerini rad-
yoaktif izotoplar kullanarak basitlestirme
fikrini kegfetmek istiyordu. Ornegin, rad-
yoaktif 32P-fosfati tavuk ovalbimine katti.
Dipeptid, SerP-Ala, diger radyoaktif olma-
yan peptidlerden saflastinlmadan, basit-
ce iyonoforez ve kromatografi Uzerindeki
ozelliklerinden tamimlandi. Daha da 6nem-
lisi, Brian Hartley (FRS 1971), Denis Shaw
ve Mike Naughton ile, elastaz, tripsin ve
kimotripsin gibi enzimlerin aktif merkezini
32P etiketli diizopropilflorofosfat ile eti-
ketledi ve U¢ proteazin da ayn tetrapepti-
de sahip oldugunu gosterdi. César Milstein
(FRS 1975) ile, aktif merkez serin kalintisim
radyo-etiketledikten sonra bagka bir enzim
olan fosfoglukomutazin aktif merkezi etra-
finda kisa bir pentapeptid dizisi olan Thr-
Ala-SerP-His-Asp (veya Asn)i karakterize
etti. Bu yaklasim ne kadar zekice olsa da,
proteinlerin radyoaktif diziliginin sinirlan
vardi, ¢inkd ugrasilmasi gereken 20 farkl
amino asit bulunuyordu. Nukleik asitler bu
acidan proteinlerden daha basitti. Genel
olarak, bir siralamada siralanacak sadece
dort farkli baz vardu.
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RNA
dizinleme

Fred, Cambridge Universitesi Biyokimya
Béliminden 1962'de Cambridge'in etek-
lerinde yeni insa edilen Tibbi Arastirma
Konseyi (MRC) Molekdler Biyoloji Labora-
tuvar’'na tagindi. Orada, Biyokimya Bolu-
minden daha kalabalik bir gruba ulasmak
icin daha fazla alanda ¢alismaya baslad.
Etiketli proteinleri dizileme konusundaki
onceki fikirlerinden etkilenen, 32P etiketli
nikleik asitleri dizilemenin yeni konsep-
tini tamtan nidkleik asitler Uzerine ¢alistu.
Hicbir kisa DNA bilinmiyordu ve o zaman
bilinen tek erisilebilir kigtk RNA'lar trans-
fer RNA'larydi Fred, Bart Barrell (asistan)
ile birlikte, sikroz gradyanlarinda saflas-
tinlabilen, yiksek molekiler kitleli, 32P
etiketli 16S ve 23S ribozomal RNA'y1 “par-
malk izi"” alarak ise bagsladi. T1 ribonikleaz
(RNaz), guanine 6zgl bir ribonikleazdi ve
iki boyutlu modifiye edilmis bir kag1t siste-
mi Uzerinde yiksek ¢6zinurlikld parmak
izleri verdi. Bu, keskin noktalar veren mu-
kemmel bir pargalama sistemiydi ve RNA
Uzerine sonraki tim c¢alismalarin temelini
olusturdu.
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Ribozomal RNA'larin ilk parmalk izleri, érne-
gin ACG gibi trintkleotidlerin izomerlerini
CAC'den ve CUC'yi UCG'den ayirarak dik-
kate deger bir ¢ozUnurlikte gdsterdi. Bu
trintkleotid dizileri, hareketliliklerinin bili-
nen, etiketlenmemis model trinikleotidler
ile karsilastirilmasiyla tammlanmamustir;
daha ziyade, ilk ilkelere gére siralanmistir.
ikinci boyutta kullamlan iyon degisim ka-
gidindan aynstinldilar ve sekanslan, diger
nikleazlarla bozunma yoluyla veya bilesen
mononikleotitlerini tiretmek icin alkalin
hidroliziyle elde edilen daha kiglk Grin-
lerin izolasyonundan ¢ikarildi. 32P etiketi,
kurucu monontkleotitleri ve bunlann di-
zideki konumlarim tanimlamak icin etiket
gorevi gordd. Daha uzun oligonikleotitleri
siralamalk icin Fred, eksonikleazlarla kismi
sindirim kullandi ve ara bozunma Urinleri-
ni DEAE-seliloz kagit Gzerinde tek boyutta
iyonoforez ile analiz etti. Bu yeni ve glcld
bir siralama yontemiydi ¢inkd hareketli-
lik kaymalari (veya "M degerleri”) hangi
kalintinin mevcut oldugunu gosterdi. Bu
nedenle Fred, RNA'y1 siralamak igin konum
bilgilerini kullaniyordu, aslinda bunu daha
once radyoaktif proteinleri siralamak igin
de yapmistu.

Radyoaktif yontemlerle tam olarak dizinle-
necekilk kisa RNA, Escherichia coli'den 120
niikleotid 55 ribozomal RNA idi. Ozellikle
daha uzun T1 RNase Urlnleri olmak Uzere

radyoaktif sekanslama yodntemlerini ge-
listirmek ve tam bir sekansin ¢ikarimi igin
yeterince uzun olan T1 RNase ile daha da
uzun kismi sindirim Grinlerini izole etme-
nin yollarini bulmak igin iyi bir model RNA
oldugunu kanitladi. RNA'y1 siralamak igin
kullamlan yéntemler, insdlini siralamak
icin kullanilanlarla esasen ayniydi. Daha
kisa bozunma Urinlerinden baslayarak,
daha kigik parcalarin “Ust Uste binmesi”
ile benzersiz bir dizi mantiksal olarak ¢ika-
rilabilene kadar daha uzun ve daha uzun
parcalar izole edildi ve dizildi. Bu dizileri
¢ozmelk igin, kismi sindirimin daha uzun
Grdnlerini Tl RNaz ile ayirmalk igin gelisti-
rilmis fraksiyonasyon prosedirlerinin ta-
sarlanmasi gerekliydi. Homokromatografi
- DEAE-seliloz kagit Gzerinde yUksek kon-
santrasyonlarda bozulmus RNA kullanan
bir tir yer degistirme kromatografisi, ikinci
boyutta iyonoforez yerine kullamlmistir.
Bu daha sonra ikinci boyutta 60 0C'de kari-
stk ince seliloz ve DEAE-seliloz tabakalan
Gzerinde homokromatografi yapilarak ge-
listirildi. Yaklagik 50 nikleotid uzunluguna
kadar oligonikleotidler artik izole edilebi-
lir ve dizinlenebilirdi.

Fred, bir kez daha, aminoasile 6zgi birey-
sel tRNA'lan saflastirmak icin yontemler
gelistirildikten sonra sirali tRNA yapt1. Bob
Holley tarafindan klasik yéntemler kulla-

L milarak yonetilen bir tRNA'y1 siralayan ilk

kisi o degildi. Fred'in kendisi radyoaktif
siralama metodolojisini kullanmakla daha
cok ilgilendi. Bart Barrell ile E. coli'nin fe-
nilalanin tRNA'sim1 saflastirdi ve siraladr.
tRNA'min sekanslanmasi 55 RNA'dan daha
kolayd1, daha kisaydi ve kiglk bazlar Ust
Uste binmeye yardimci oldu.

Diger bircok tRNA, ziyaretci doktora sonra-
s1 arastirmacilan (Kjeld Marcker ve Moshe
Yaniv), doktora 6grencileri (Shyam Dube
ve Howard Chadwell) veya John Smith
grubundaki daha genis Molekiler Biyoloji
Laboratuvarn (FRS 1976) tarafindan sira-
landi. Erken dizilenmis tRNA'lar arasinda
metiyonin tRNA (Cory ve digerleri 1968),
formilmetiyonin tRNA (Dube & Marcker
1969), valin tRNA (Yaniv & Barrell 1969)
ve tirosin ve tirozin baskilayici tRNA bu-
lunmaktadir. Fred'in parmak izi yontemini
kullanan diger dnemli kesifler, tirozin tRNA
onclllerininizolasyonundan (Altman 1971)
ve bakteriyofaj R17 RNA'da (Steitz 1969) ri-
bozom baglama dizilerinin ¢alismasindan
ortaya ¢gikt.

55 RNA ve tRNA'dan sonra Fred, yaklasik
3000 nikleotid uzunlugunda olan bakteri-
yofaj R17 RNA gibi RNA iceren bakteriyofaj-
larda bulunan daha uzun RNA'lar siralama-
nin zorlugunu Ustlendi. Baslangicta, Fred'in
laboratuvarinda calisan Dahlberg, ustaca

L bir diyagonal teknik kullanarak 32P-etiket-



li bakteriyofaj f2 RNA'min 3 ucundan 10
nikleotidlik bir T1 RNaz son Urinind sira-
lamay1 basardi (Dahlberg 1968). Sasirtic
bir sekilde, radyo-etiketli faj R17 RNA'nin
laismi TL RNaz sindirimleri, poliakrilamid jel
elektroforezinde ayr bantlar verdi. Basta
Jerry Adams ve Peter Jeppesen olmak Gze-
re birkag grup siralandr. ilk analiz edilenin,
fajin lalif protein dizisinin bilinen bir amino
asit dizisini kodlayan bir RNA bdlgesi ol-
dugu ortaya ¢ikti. Bu 57 nikleotid uzunlu-
gundayd ve ilk kez mRNA'nin herhangi bir
sekansinin dogrudan sekanslanmasiydr. Bu
strpriz olmad1. 1960'larin ortalarinda do-
layli yontemlerle olusturulan genetik kod
dogruland, ancak Fred bu cabanmin degerli
oldugunu disiniyordu (Brownlee 2014).
Ancak Fred, bakteriyofaj R17 RNA dizisini
tamamlamadi. Bu, ilgili MS2 bakteriyofaj
RNA's1icin Walter Fiers'in grubu tarafindan
yapildi, ¢cinki 1960'larin sonlarinda Fred,
dikkatini DNA'ya ¢evirmisti.

DNA dizelimi
ilk yaklagimlar

1970'lerin baglarinda DNA'min siralanma-
siyla ilgili sorun, DNA'min dizinleme girigi-
minde bulunmak igin ¢ok uzun olmasiyla
ilgili bariz sinirlamayd1. RNA'daki durumun
aksine, siralama yontemlerinin test edi-
lebilecegi hi¢bir kisa DNA yoktu. Dahas,
yiksek dizeyde spesifik DNazlar mevcut
degildi, kisittama enzimleri hentz kesfe-
dilmemisti. Bilinen en kigik DNA bakte-
riyofajlar (f1, fd ve ®X174) yaklagik 5000
nikleotid uzunlugundaydi. Bu sinirlama-
lara ragmen, ¢ok daha dnce, Fred DNA ile
ilgilenmeden o&nce,
(1960), cesitli kisa pirimidin iceren oligo-

Burton ve Petersen

nikleotitleri izole etmek ve siralamak igin
bir kimyasal bozunma ydntemini, “tahliye
etme” reaksiyonunu mikemmellestirdi.
Bir stre sonra, Fred'in laboratuvarinda ¢a-
lisan Murray ve Offord (1966), enzimatik
sindirimle tUretilen kisa etiketli DNA oligo-

nikleotitlerini de saflastirdi ve karakterize

etti. RNA'min siralanmasr icin gelistirilen iki
boyutlu ayirma yontemlerini kullandilar.

1970'lerin
sonrast arastirmact ve doktora &grencisi,
Fred'in laboratuvarinda DNA dizilimini bas-
latmaya calisiyordu. John Sedat, Ed Ziff ve
Francis Galibert, boyutuna ragmen ®X174
faj DNA bédlgelerini siralamak icin daha
once RNA ile kullamlan siralama yontemle-

baslarinda, birkag doktora

rini degistirerek isbirligi yaptilar. iddiali bir
deneyde, onu 32P-fosfatile esit sekilde eti-
ketlediler ve ardindan 32P-etiketli ®X174
DNA'y1 enzimlerle sindirdiler. Endonikleaz
IV, dikkatle tamimlanmis kosullar altinda,
poliakrilamid jel fraksiyonasyonu Gzerinde
sasirtict derecede iyi sonuclar verdi ve 48
nikleotidlik bir DNA dizisi olusturuldu.

Bir bagka 6nemli girisimci ise Vic Ling'di
(Ling 1972). Maria Székely'nin Fred'in labo-
ratuvarindaki 6nceki ¢alismasina dayanan
Vic Ling, T4 polintkleotid kinaz kullanarak
5 " uglarim 32P ile sonradan etiketleyerek
bakteriyofaj fd DNA'sinin baz1 Uriinlerini
siraladi. Ozellikle, dizisini belirlemek icin
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DNA sablonunun kisa bir boliimiinii ornekleyerek

uzun bir DNA dizerinde calisabilirdi.

Bu, o zamanlar cesur bir karard: ve
ltek boyutlu swralamann yolunu acte.

iki boyutlu bir ‘gezinme noktasi” ydntemi
kullanarak 20 nikleotidlik bir Grin tanim-
ladi. Bu yéntemde dizi, bir kismi 3p-ekso-
niikleaz sindiriminin ardisik bozunma Griin-
lerinin nispi pozisyonlarindan ¢ikarildi. Bu
nedenle bu makale, sekans olusturmakigin
konum bilgilerinden kapsaml bir sekilde
yararland.

Yine bir baska yaklasimda Elizabeth Black-
burn (FRS 1992) (Blackburn 1975), RNA po-
limeraz ile ®X174 DNA'nin su anda bilinen
48 nikleotid fragmanin kopyaladi ve 32P
etiketini, transkripsiyon reaksiyonunda
etiketli bir nikleosit trifosfat olarak tanittr.
Acikgast, 1970'lerin basinda Fred'in labora-
tuvarinda DNA dizilemesine ydnelik birkag
farkli yaklagim devam ediyordu. Yine de
Fred, laboratuvarindaki tim bu erken DNA
sekanslarinin yazari degildi ¢inkd bu ¢alis-
maya 6nemli bir katki yapmadigint disini-
yordu.

Bunun yerine, Fred'in kendisi, DNA'nin DNA

polimerazlarla kopyalanmasina dayanan
farkli bir siralama yaklagimiyla ilgilenme-

ye basladi. Wu ve Kaiser (1968), cok daha
uzun bagka bir DNA'nin 12 nikleotidlik kisa
yapiskan uglarini, faj'y1 dizilemeye yardim-
a1 olarak DNA polimeraz ile kopyaladilar.
Fred, yaklagimlarini genellestirmek istedi
ve bakteriyofaj f1'in tek sarmalli DNA'sini
DNA polimeraz ile kopyalamay1 secti. An-
cak, DNA sentezini baslatmak icin tek sar-
malli sablon f1 DNA ile melezlenmek igin
bir primere (kisa bir DNA oligonikleotid)
ihtiyaci vardi. F1'in kat proteinindeki soz-
de bilinen diziye (Met-Try-Val) dayanarak,
Fred benzersiz bir oktanUkleotid primer
tasarladi ve D. Fischer ve H. K&ssel ile onu
sentezlemek icin isbirligi yapti. Bir yil son-
ra (sentezlenmesi bu kadar uzun stirdi),
Fred bu oktanlkleotidi denedi ve trans-
kripte 32P etiketli bir nukleosit trifosfat,
genellikle 32P-dATP, diger (¢ etiketlen-
memis trifosfat ve DNA polimeraz ekleye-
rek bir 32P etiketi ekledi. John Donelson
(ABD'den doktora sonrasi arastirmaci) ve
Alan Coulson (asistam) ile birlikte ¢alisa-
rak, ince tabakalar tzerinde ikinci boyutta
homokromatografiyi kullanarak iki boyutlu
sistemde sentezlenen DNA'y1 analiz etti.

Sekans analizine yardimci olmak igin Fred,
Mn2+ tarafindan katalize edilen CTP’nin
bilinen yanlis anlagmasini kullanarak dCTP
(deoksisitidin trifosfat) yerine CTP'yi (siti-
din trifosfat) ikame etti. Oktanikleotidin,
lalif proteini geninin tahmin edilen bélge-
sinde sentezini hazirlayamamasi gerce-
gine ragmen (protein dizisindeki bir hata
nedeniyle), baska bir yerde benzersiz bir
konumda prime yapti. Fred, 50 kalintilik
bir diziyi basaryla ¢ikarabildi. Pankreatik
RNaz ile art arda daha uzun prime edilmis
fragmanlan sindirmek icin DNA'ya dahil
edilen CTP'den yararlandi.

Simdi teoride, etiketsiz f1 DNA ile baslaya-
bilir, ancak radyoaktiviteyi sentetik reaksi-
yonun Urlnlerine dahil ederek radyoaktif
yaklagimmn kullanmaya devam edebilirdi.
Bu sekilde, DNA sablonunun kisa bir boli-

mind 6rnekleyerek uzun bir DNA Uzerinde
¢alisabilirdi. Bu, o0 zamanlar cesur bir karar-
d1 ve tek boyutlu siralamanin yolunu acti.




art ve elsi
yonteme

Bu yontemde, radyoaktif olarak etiketlenmis
DNA Urinleri, 6nceden hazirlanmis bir sentez
reaksiyonunda DNA polimeraz ile sentezlen-
di, bir poliakrilamid jel fraksiyonasyonunun
bitisik seritlerinde bantlarin pozisyonlan in-
celenerek “okundu”. Fred daha sonra, "DNA
dizilemesine yonelik bu yeni yaklagimin, sahip
oldugum en iyi fikir oldugunu, orijinal ve ni-
hayetinde basarli oldugunu” séyledi. Bu yeni
yontemde, onceki tim yontemlerin aksine,
Urdnlerin fraksiyonlarina ayrilmasindan sonra
daha fazla analiz edilmesine gerek yoktu.

Fred'in bu ilk tek boyutlu siralama yontemini
ne zaman ve nasil gelistirdigini bilmek ilginctir.
Bunu belirlemedeki bir zorluk, Fred'in arti ve
eksi yontemini gelistirdigi sirada laboratuvar
kayitlarimin eksik oldugunu kabul etmesidir.
Bununla birlikte, il girisimin yaklagik Nisan
1973'te (Welcome/Sanger arsivleri) oktantkle-
otid, bir f1 DNA sablonu ve DNA polimeraz ile
prime edilmis uzatma kullanan bir dizi deney-
de oldugu goriliyor. Fred ilk 6nce radyoaktif
sentez Urdnlerinin boyut araligin1 rastgele
secti, 32P-dATP veya 32P-dGTP (sirket icinde
sentezlendi) ile etiketlendi. Etiketlenmis,
sentetik DNA'y1 bir boyut dislama kolonunda
birlestirilmemis saflastirdi.
Daha sonra ve bu 6énemli bir kisimdir, kolon
drneginin dort alikotunu bir trifosfat, dCTP,
dATP, dGTP veya dTTP ve T4 DNA polimeraz
art1 sistemi ile inklbe etti. T4 DNA polimeraz,
sentez icin gerekli trifosfat, C, A, G veya T ger-

trifosfatlardan

ekene kadar 3-eksonikleaz aktivitesini kul-
lanarak etiketlenmis DNA'y1 bozar, bdylece
tim fragmanlar bilinen bir kalintida sona erer
(Englund 1971). Diger dort alikotla, yalnizca
Ug trifosfat ve E. coli DNA polimerazinin Kle-

now fragmani ile inkibe etti ve sirasiyla dCTP, -

dATP, dGTP veya dTTP, eksi sistem, atladi. Bu
durumda, DNA polimeraz, dCTP, dATP, dGTP
veya dTTP gibi olmayan trifosfat gerekene ka-
dar DNA'nin kisa bir bolimini sentezleyecek-
tir. Bu tdr drinler, eksik dCTP kalintisindan
Once sona erecektir. Bu sekiz alikot, tek boy-
utlu homokromatografi ile parcalara ayrild.
ilk sonuclar net degildi, ancak “bazi seylerin”
oldugunu gosterdi. Daha sonraki bir deneyde,
Fred, prime edilmis uzatma reaksiyonunu
tekrarladr ve ornekleri bir poliakrilamid jel
Gzerinde yan yana ayiran doktora sonrasi
arastirmacisi John Donelson‘a bir 6rnek verdi.
Bu, homokromatografi ile ayirmadan biraz
daha iyi gorinlyordu ve poliakrilamid jel
kosullarinin optimize edilmesinin yolunu agtu.
Poliakrilamid jeller, o ddnemde proteinleri ve
nikleik asitleri birbirinden ayirmak icin old-
ukga standart bir malzemeydi, ancak daha 6nce
DNA'y1 siralamak igin hic kullamlmaniglardr.
Olduk¢a uzun ndkleik asitlerin yalmzca tek
bir kalint1 ile birbirinden aynstinlabilecegi
anlagilmamisti. Fred daha sonra kosullar opti-
mize etti ve sonunda uzun, ¢ok ince, oldukg¢a
denatire edici 7 M Ure jellerin yaklagik 50
0C'de calistirilmasinin en iyisi oldugunu ve
yaklasik olarak ¢6zuldUigund buldu. Art1 ve eksi
yonteminde bazi sinirlamalar olsa da (jeller tiz-
erindeki bantlarin yogunluklan bir sekilde esit
olmayabilir) Fred ve meslektaslar Gillian Air,
Bart Barrell, Nigel Brown, Alan Coulson, John
Fiddes, Clyde Hutchinson Ill, Pat Slocombe ve
Mike Smith bu yontemi yaklagik 5375 nikle-
otid bakteriyofaj X174 DNA nikleotidinin
gecici dizisini tammlamak i¢in kullandi. Neyse
ki, X174 DNA'simin restriksiyon fragmanlan
artik primer olarak kullanmlabilirdi, primerleri
kimyasal olarak sentezlemeye gerek yoktu.
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dideoksi
yontem

DNA dizilemesi igin art1 ve eksi yonteminin muazzam il-
erlemesine ragmen, Fred onun dogrulugundan memnun
degildi ve bir dizinin sonunda nikleotidi tanimlamak
icin baska bir yontem gelistirmeyi diledi. 2,3-dideoksi-
TTP'nin E. coli DNA polimeraz icin bir zincir sonlandinc
islevi gordigint gosteren Arthur Kornberg (ForMemRS
1970) altindaki grup tarafindan zincir sonlandiricilarin
kullammini disinmesiicin uyarildi. 2 incorpor, 3 -dideoksi
kalintisi, bir kez DNA'ya dahil edildiginde, zincir uzatmasi
icin gerekli 3p-hidroksil grubundan yoksun oldugundan
daha fazla uzatilamaz. Daha sonra fikir, diger U¢ olagan
trifosfatin (dCTP, dATP ve dGTP, biri radyoaktif olarak
etiketlenmis) varliginda 2,3-dideoksi-TTP'yi normal dTTP
ile kanstirmakti, bdylece kismi sonlandirma meydana
geldi. Bu sekilde, tek tek dideoksi-sonlu bantlarin bilinen
bir kalintiy1 temsil edecegi DNA sablonunun bir bélgesini
kaplayan bir dizi bant elde edilmelidir. Daha &nce sad-
ece 2,3-dideoksi-TTP sentezlenmisti ancak dideoksi-CTP,
dideoksi-ATP ve dideoksi-GTP mevcut degildi. Bu yontemi
olusturmak igin, Fred ve Alan Coulson, Mike Gait ve Bob
Shepherdin tavsiyesiyle bunlar kendileri sentezlemek
zorunda kaldi. Yaklasik bir yil sonra, simdi dort dideoksi
trifosfatla donanmis olan Fred, Alan Coulson ve Steve Nick-
len, yontemlerini klasik 1977 makalelerinde agikladilar,
muhtemelen Fred'in en 6nemli makalesiydi. Bu dideoksi
yonteminin, art1 ve eksi yonteminden daha basit ve daha
dogru oldugu kanitlanmistir. O ve meslektaslari, simdi Ted
Friedmann da dahil olmak Uzere, daha sonra X174 DNA
dizisini tekrarladi ve su anda 5386 nikleotid dizisinde
yaklasik 30 kalintiy1 revize etti. Aynm yil Maxam & Gilbert
(1977), 5 ‘veya 3’ uc etiketli DNA ipliklerinin kismi kimyasal
bozunmasina bagli olan alternatif, dogrudan, sekanslama
yontemini tanimladilar. Bu alternatif yontem baslangicta
oldukga yaygin olarak kullanildr ¢linki ¢ift sarmalli ve tek
sarmalli DNA'ya esit 6l¢lide uygulanabilirdi.

Fred simdi, insan mitokondriyal DNA (yaklasik 16,5 x 103
nikleotid) ve faj DNA (yaklasik 48,5 x 103 nikleotid)
gibi daha da uzun DNA'lant siralamamin zorlugunu den-
emek istedi. Cift sarmalli olan bu daha uzun DNA'larin,
dideoksi dizileme ydntemi icin tek sarmalli DNA'ya
donUstdrilmesi gerekiyordu. Ayrica, Rodger Staden'in
bilgisayar programlarinin énemli 6l¢ide yardimcr oldugy,
veri toplamay1 hizlandirmalk i¢in daha verimli ve daha hizli
dizilemeye ihtiyag vardi (Staden 1980). Fred, Alan Coul-
son, Bart Barrell, Andrew Smith ve Bruce Roe ile birlikte,

DNA'nin rastgele, ‘shotgun’ klonlamasini, bireysel, rast-
gele rekombinant klonlarin olabilecegi degistirilmis bir
M13 faj DNA'sina (Gronenborn & Messing 1978) sokarak
gerceklestirdi. Bu, dizilemeyi o6lgilemeyecek sekilde
hizlandirdi ¢inkd M13'te klonlama, dizilemeden 6nce tek
tek DNA'lan etkili bir sekilde saflastirdi. Dideoksi dizileme
de standartlastinildi, ¢linkd klonlanmig eki cevreleyen
M13 DNA vektor dizilerine hibridize olan “evrensel prim-
erler” artik kullamlabilirdi. Fred, Coulson ile yapilan faj
calismasinda yaygin olarak kullandigi ve DNA'min yaklagik
%90"1n1n bir av tifegi yaklasimiyla elde edildigi av tifegi
dizilimine her zaman merakliydi. Sonikasyon, rastgele
kesilmis DNA elde etmek icin tercih edilen yontemdi. An-
cak, Guo-Fong Hong, Diana Hill ve George Petersen’in
yardimiyla 48 502 nikleotidin dizisini tamamlamak igin
hem yavas hem de sinir bozucu yonlendirilmis yaklagimlara
ihtiyag vard.

Fred, daha sonra Craig Venter ile yazismalarinda av tifegi
dizileme tercihini dogrulad, Venter1 1995 yilinda Myco-
plasma genitalium genomunun av tifegi klonlamasindan
dolay1 tebrik etti.

Av tifegiyaklagimiyla ne kadar ileri gidilebilecegini merak
ettim. Ben her zaman buna merakliydim ama temel sorun-
lardan biri, is arkadaslarim arasinda populer olmamasiydi.
Her insan kendi diyebilecegi bir dizi diziye sahip olmay1
sever. Sanirim bu artik tim otomasyonla ilgili bir sorun
degil. calistigindan beri kesinlikle uzun bir yol kat etti.

Fred ile calisan bircok bilim adami, Fred Sanger'in deney-
sel yaklagiminda kullandig1 ve gelistirdigi tekniklere
hayran kaldi. Belki de en bariz olam mikro yontemlerin
kullanilmasiydi. Kuskusuz onlar cok kigik miktarlarda
peptit veya nikleotitleri kagida ve daha sonra uygulama
ihtiyaci nedeniyle gelistirdi. Fred'in laboratuvarinda
basarli olmak icin, bir kurutucuda bir polietilen tabaka tz-
erinde ¢ozeltileri buharlastirarak ve cam kapiler tiplerde
1 pl reaksiyon olusturarak cok kigtk reaksiyon hacimler-
ini nasil isleyeceginizi 6grenmek cok 6nemliydi. Peptitleri
veya oligonikleotitleri kagittan, iyon degisim kagidindan,
ince tabakalardan veya jellerden ayirma teknikleri de aym
derecede ustacayd. Ticari, renkli, dévilebilir bir model-
leme kili olan ahsap ve hamuru parcalan, kapiler tipleri
veya kiglk cam test tiplerini yerinde tutmak icin gerekli
laboratuvar ekipmaniyd.
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O X174
DNAsenda
ortiisen genler;

metolkondride
Jarkl bir kod

Fred'in yaklagimi her zaman metodolojik-
ti. Ne kadar uzun bir DNA siralayabilirdi?
Yéntemlerini nasil gelistirebilirdi? Sirala-
madaki motivasyonu, éncelikle tammladig
dizinin biyolojik énemini kesfetmek degil-
di. Yine de, faj ®X174 DNA'sin1 ve insan mi-
tokondriyal DNA'sin1 siralayarak o ve mes-
lektaslar, gen organizasyonunda oldukga
beklenmedik ve yeni iki dzellik kesfettiler.
ilk stirpriz, Bart Barrell, Gillian Air ve Clyde
Hutchinson Il tarafindan klasik bir maka-
lede agiklanan, ancak yazar olarak Fred'in
adim icermeyen ®X174 DNA'sindaki “6rtd-
sen genlerin” varligiydi. Bu, Fred'in yazarlik
icin yeterince sey yapmadiginm hissettigi
basgka bir durumdu. D ve E genlerinin 6r-
tismesine iliskin kesin kanit, her iki gen-
deki tip ®X174 DNA ve amber (UAG Ureten)
durdurma kodon mutasyonlarinin dizisi

incelenerek elde edildi. Mike Smith ve Ni-
gel Brown ile birlikte Fred Sangerin adim
iceren bagka bir makale, A ve B genlerinin
de Ortlstiginl gosterdi. X174 DNA gibi
kiguk genomlarin evriminde, mevcut pro-
teinlerle 6rtlsen yeni proteinler icin segici
baski olabilecegi dne sirildy, ¢inkd baska
yerlerde yeterli kodlamayan DNA vard.

ikinci sirpriz, insan mitokondriyal DNA'si
(16 569 nikleotid) ve sigir mitokondriyal
DNA'sinin (16338 nikleotid) standart ge-
netik koddan (Barrell ve ark. 1979) farkli bir
genetik koda sahip olmasiyd. Bu alisilma-
dik mitokondriyal genetik kod tam bir sirp-
rizdi ¢lnk(U daha 6nce 1960’larin basinda
gelistirilen genetik kod evrensel olarak ka-
bul edildi. Ayrica, AGA ve AGG'nin (normal-
de arginin igin kodlama yapan) artik UAA
ve UAG sonlandinicilarina ek olarak zincir
sonlandincilar olabilecegi dnerildi. Bunun-
la birlikte, Temperley ve ark.(2010), AGA ve
AGG'nin sonlandincilar olmayabilecegini
6ne stirmuglerdir, ¢inkd mRNA'nin ribozom
Uzerindeki geriye dogru kaymasi (ribozom
cerceve kaymasi), bu onerilen sonlandin-
alarin bir nikleotid Usttindeki bir U kalin-
tisinda meydana gelebilir ve bunlar klasik

| UAG sonlandincilara dontstardr.
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Mitokondride alisilmadik genetik kodla bir-
likte, mitokondriyal kodlu tRNA'larin bek-
lenmedik baska bir 6zelligi ortaya ¢ikt1. 32
veya daha fazla normal sitoplazmik tRNA
sayisinin aksine, DNA dizisinden sadece
22 farkl mitokondriyal tRNA tahmin edildi.
Mitokondriyal tRNA'larin bircogunun, T$CG
dizisi (burada ¢ psédouridini temsil eder)
ve dihidro-U kolu gibi tRNA'nin degismez
ozelliklerinden yoksun olagandisi bir “yon-
ca yaprag1” yapisina sahip oldugu tahmin
edildi. En tuhafi AGC veya AGU igin serin
tRNA kodlamasiydi. Az sayida mitokond-
riyal tRNA, baz1 mitokondriyal tRNA'larin,
modifiye edilmis bir antikodon: kodon baz
eslesmesi ile kodonun fazlalik Gglincl po-
zisyonunu tanmimasi gerektigini kuvvetle
ileri stird. Bu tir mitokondriyal tRNA'larda
antikodonun birinci pozisyonundaki bir U
kalintisi, kodonun Gg¢lncd pozisyonunda
A, C, G veya U ile “yalpalama” yapabilir.
Genel olarak, mitokondrinin farkli genetik
kodu ve tRNA'larin farkli dogasi, bazi ilkel
prokaryotlardan tiretildigi varsayilan mi-
tokondrinin endosimbiyotik kdkenleriyle
tutarliydr.

Mitokondriyal DNA'nin siralanmasi, Steve
Anderson, Alan Bankier, Maarten de Bru-
ijn, Bart Barrell, Ellson Chen, Alan Coulson,
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Jacques Drouin, lan Eperon, Don Nierlich,
Bruce Roe, Peter Schreier, Andrew Smith,
Rodger dahil Fred'in bircok is arkadasin
iceriyordu. Fred'e gore Bart Barrell, mito-
kondriyal DNA verilerinin analizinde ve
tRNA dizilerinin nerede bulundugunu tah-
min etmede &zellikle yer ald1.

Fred, Paul Berg ve Walter Gilbert ile birlikte
1980'de ikinci Nobel Kimya Odiili'ne layik
goruldy. Fred, dinya ¢apinda iki kez Nobel
Odili alan dért bilim adamindan biridir,
digerleri Marie Curie, Linus Pauling ve John
Bardeen ‘dir. Bu ayrimi basaran tek ingiliz
bilim adamidr.

baskalar:
vizerindeke
etlkisi

Fred nadiren baskalarim dogrudan etkile-
meye c¢alisti, ancak tavsiyesini sordukla-
rinda bilimsel meslektaslarini her zaman
tesvik etti. Kendi deneylerinin cogu zaman
basarisiz oldugunu ve birinin tekrar dene-
meye devam etmesi gerektigini soyledi.
En blyik etkisi érnek olmasiydi. O, labora-
tuvarda “ugrasmay1” seven mikemmel bir
deneyciydi.

deney
defterleri

Londra Wellcome Library'de arsivlienmis-
tir esas olarak kendi el yazisiyla yazilmis-
tir. 1940'tan 1983'e kadar tim kariyerini
kapsiyor ve deneysel bir yaklagima kendi
elleriyle verdigi 6nemi gosteriyor. MRC
Molekiler Biyoloji Laboratuvarinda, kigik
ofisinde sekreteri Peggy Dowding’e mek-
tuplarini dikte ettirmek ya da o giin igin de-
neylerini planlamak ya da deney sonuglan-
n1 yazmak disinda nadiren vakit gecirdigini
gozlemledim. Komite toplantilarindan pek
hoslanmiyordu. Grup liderleri leuan Har-
ris, Brian Hartley ve César Milstein ile cok
nadiren toplanirdi. Normalde, asistaniyla
paylastig1 kiclk laboratuvarinda ofisinin
bitisiginde ¢alisirken bulunurdu. Kritik kat-
lilarinin cogu, ya Bart Barrellile ya da daha
sonraAlan Coulson ile kendi basina yapilan
calismalar oldu. Simdiye kadar dizilenecek
ilk protein olan insdlin dizisini olusturarak,
genel olarak protein dizileme alani acti.
Hizli bir DNA dizileme y&ntemi bularak tim
genom dizileme olasiiginin, érnegin, insan
genomunu dizileme olasiligin, 6niny actr.

Bioreg Bilim

Bu hedef, radyoaktif etiketlerin yerini alan
floresan etiketlerle modifiye edilmis olsa
da, dideoksi siralama yontemiyle 2001
yilinda elde edildi. O zamandan beri, DNA
dizilimi otomatiklestirildi, boylece milyar-
larca DNA parcast biyik ol¢ide paralel
yaklagimlarla dizildi (Brownlee 2014). Bu-
nunla birlikte, su anda kullanilan siralama
yontemlerinin ¢ogu hala Sangerin 1977
tarihli makalesinde gelistirdigi ilkelere
dayanmalktadir. DNA dizileme artik tip, ev-
rimsel biyoloji, viroloji, bakteriyoloji, hiicre
biyolojisi, arkeoloji, botanik ve adli tip gibi
bircok farkli alanda biyolojinin tamamin
etkiliyor.

Kariyerinin baslarinda Fred, Biyokimya De-
partmaninda kendisine tahsis edilen sinirl
alan nedeniyle kisitlanmigti. 1950°lerin so-
nunda, 1962'de MRC Laboratuvar olarak
agilan yeni bir ortak arastirma enstitlsd
icin MRC'de lobi yapmal igin Cavendish Fi-
zik Departmaninda bir MRC Birimi bagkam
olan Max Perutz FRS ile isbirligi yapti. Yeni
arsiv materyali (Wellcome / Sanger arsivi),
Fred'in Perutz'un grubuyla giglerini birles-
tirmek icin inisiyatif aldigin gbsteriyor.
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Daha sonra, 1993 yilinda Fred, Sanger Cen-
tert resmen acti ve adi, Hinxton, Cambri-
dgeshire, Hinxton Hall'da John (simdi Sir
John) Sulston FRS'nin midirt olarak Well-
come Trust Sanger Enstitlsu olarak degisti-
rildi. Burasi, insan ve nematod (Caenorhab-
ditis elegans) genom dizileme projelerine

ingiltere'nin nemli katkisina énciiliik ede-
rek dinya lideri bir laboratuvar haline gel-
di. Fred'in, "Olsa ¢ok iyi olur” (Sulston &
Ferry 2002) sartiyla binaya onun adini ver-
meyi kabul ettigi bildirildi. Cambridge'deki
Biyokimya BoOlimU binasi, Sanger Binasi,
1997'de Fred tarafindan agildi. Daha sonra
2007'de eskiokulu Bryanston'da Sanger Bi-
lim ve Matematik Merkezi'ni act1.

Fred, kariyeri boyunca ben dahil 10'dan
fazla doktora 6grencisine damsmanlik yap-
t1. En Unlu 6grencileri Rodney Porter (FRS
1964) ve Elizabeth Blackburn idi. Rodney
Porter (1917-85) onun ilk 6grencisiydi,
1947'de ona katildr ve aslinda Fred'den bir
yas buylktl. Fred'e gore, bir 6grenciden
cok bir meslektastl. Rodney her zaman
antikorlarla ilgilendi ve Fredin o sirada
yaptig1 insilin sekans g¢alismasina katil-
madi. Porter, antikor yapisi konusundaki

¢alismalari nedeniyle 1972 Nobel Fizyoloji
veya Tip Odili'ne layik gériildd. 1971'den
1974'e kadar Fred'in 6grencisi olan Eliza-
beth Blackburn, Avustralya'nin Melbourne
kentinden, 2009'da telomeraz ve kromo-
zomlann uglarnndaki sekans Gzerine yapti-
g1 calismalardan dolay1 Nobel 6dilu sahibi
oldu.

konferanslar,

dinlenme ve
hobiler

Fred kat1 bir Quaker olarak yetistirildi, an-
cak emekli olduktan sonra sunu séyledi:
"Aslinda sonunda, bilimsel yolun kati bir din
anlayigiyla bagdasmadigina inandigim icin
koyu bir Quaker olamama ragmen, Quaker
yetistirilme tarzinin bende biyiik bir etkisi
oldugunu hissediyorum. Ozellikle dogruyu
séylemenin ve kendi vicdanina gére hare-
ket etmenin 6nemi konusunda.” Ayrica, aile
hayatina her zaman deger verdi ve dizenli
aile tatilleri yapti, bazen onlar katildiklan
bilimsel konferanslara davetlerle birlestir-

di. O ve Joan, 1955'teki Uluslararasi Yin |
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Festivali'nin bir parcast olarak Avustral-
ya'yva yaptiklar geziden ozellikle keyif
aldilar ve ardindan Biyuk Set Resifi'ndeki
Heron Adasr'nda bir tatil icin Ted Thom-
pson ve karsina katildilar. 1958'deki ilk
Nobel 6dilinden sonra Joan'la unutulmaz
bir diger geziye ¢iktilar. Peru, Arjantin, Bre-
zilya ve Sili'nin de aralarinda bulundugu
Giney Amerika'ya, bir calisma ve eglenme
kanisimi gezisi. Daha sonra, Fred bilimsel
konferanslara biraz daha az katildi, ancak
ozellikle Joan ona eslik edebilirse Gnemli
bir bilimsel ilerleme kaydettigini hissetti-
ginde seyahat etmekten mutluydu. 1974'te
Adelaide'deki Bill Elliott'un departmanina
verdigi U¢ aylik mini maas da dahil olmak
Uzere Avustralya'y1 birkag kez daha ziyaret
etti. Kariyeri boyunca, ABD ve Kanada'da
cok sayida kapsamli, ok merkezli konfe-
rans turlan dizenledi. Fred'in dinya ca-
pinda bircok arkadasi, bilimsel meslektas:
ve hayram vardi. British Council'in spon-
sorlugunda 1963'te Rusya'y1 ziyaret etme
davetini ve 1980'de Royal Society'nin
sponsorlugunda ilk doktora 6grencisi Rod-
ney Porter ile birlikte Cin'e yaptig1 ziyareti
kabul etti.
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Fred'in hobilerinden biri kayikla gezmek-
ti. 1940'larda cocuklarn oldukga kiglkken
oglu Peter'in yardim ettigi kitlerden kendisi
birkag tekne yapti ve ayrica nehir kullanim
icin bir kabinli kruvazér sahibi oldu. Daha
sonra, yaklagik 1960 yilinda Fred, iki direkli
ve dahili motoru olan dort yatakli, nehir ve
denizde seyreden bir yelkenli gemi satin
aldi. Orfordness, Suffolk'ta, Kuzey Denizi'n-
den kisa bir mesafede, Aldeburgh yakin-
larinda, Benjamin Britten s6hretine sahip
nehirde demirlemisti. Fred, bu oldukca etki-
leyici teknede ailesini ve arkadaglarini alip
eglendirdi. Yaklasik 1980'de Fred, kendisi-
nin ve ailesinin Norfolk Broads'daki Nene
ve Ouse'de kullandig bir nehir kruvazori
satin aldi. Bunu marangozluk becerilerini
kullanarak kendisi ayarlamisti. Kariyerinin
baslarinda Fred basganli bir squash oyun-
cusuydu ve lisans 6grencisi olarak St Jo-
hn’s College ikinci takiminda oynadi. Daha
sonra, Biyokimya BolimU'nin bir Gyesi ol-
dugunda, zaman zaman bélimdeki squash
talkamimin zirvesindeydi. Richard Perham
FRS (1937-2015) sahanin merkezine hakim
olma becerisine sahip oldugunu ve 45 ya-
sinda bile yenilmesinin zor oldugunu soy-

ledi. Fred ayrica Molekdler Biyoloji Labora-
tuvar laboratuvar ekibi igin ara sira kriket
oynadi. Oldukga hevesli bir kayakgiydi,
daha sonra Kanada Rockies'deki Banff'ta,
ABD'de Lake Tahoe'da ve Yeni Zelanda'da
Queenstown'da kayak tatillerini konferans-
larla birlestirmeyi basardi.

emellilik

Fred 1983 yilinda emekli oldu. 65 yasinda,
kalan zamamm artik kayikgilik, bahgivanlik
hobilerine ve biytk oglu Robin, kiiglk oglu
Peter David, Sally ve iki torunu ile daha
fazla vakit gecirmeye ayirmak istedigini
soyledi. Fred emekli olduktan sonra sek-
reteri olan Peggy Dowding ile daha 6nemli
makalelerinin bir koleksiyonunu derlemek
ve anilanin yazmak disinda herhangi bir
akademik faaliyette bulunmadi. Ancak her
ikisi de artik doktora yapmis olan givenilir
yardimcilari Bart Barrell ve Alan Coulson ile
iletisimini sirdrdd. Fred ve Joan, 252 Hills
Road, Cambridge, Fred'i emeklilikte mes-
gul edecek kadar genis bir bahceye (1,25
dontm) sahip olan, Fens'teki Swaffham

Bulbeck'teki ‘Far Leys'e tagindilar. Aslinda,
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ev ve bahge Fred'in zamaninin cogunu aldi
¢lnkd Joan o zamanlar daha az aktifti ve
onun yardimina ihtiyaci vardi. Yine de, bah-
cecilikle ilgilenmesinin yan sira, ozellikle
gll ve samdan vyetistiriciligi konusunda,
Fred, cocuklugunda 6grendigi bazi resim
ve marangozluk becerilerini de tekrarlad.
Son zamanlarda fiziksel ve zihinsel sag-
bikta bir miktar dustsin ardindan, Fred
2013 yilinda 95 yasinda vefat etti. 8 Kasim
2014'te Cambridge'deki eski koleji St Jo-
hn's College’da molekiler biyolojiye yap-
t1g1 muazzam katkiyr anmak icin hareketli
bir anma téreni dizenlendi. Bu vesileyle
S6r John Walker FRS, Fred'in ¢caligmasinin
etkisini Charles Darwin‘in etkisine benzet-
ti. Fred Sanger, iki Nobel 6dUlinin yani sira
bircok 6dil aldi. 1986'da Liyakat Nisani ile
6dillendirildi, ancak daha dnce s6valyeligi
reddetti ve “Sir" olarak anilmak istemedi.
Tam onurlan asagida listelenmistir. Onlar
hafifce ve iddiasiz bir sekilde tagidi. Fred'in
karisi Joan ise, kiz kardesi Mary Willford ve
¢ cocugu Robin, Peter ve Sally sayesinde
hayata tutunan Fred'den 6nce hayata goz-
lerini yumdu.



