PROTEIN ISLEVi

*Proteinler, islevleri diger molekiillerle
etkilesimlerine bagh olan dinamik molekullerdir

*Bircok proteinin islevi diger molekullerle geri
donusumli olarak baglanmayi icerir. Bir
protein tarafindan geri donisimlu olarak
baglanan molekile ligant denir.

*Baska bir protein de ligant olabilir 6r?

*Bu iliskinin gecici 6zelligi cevresel kosullara hizli
ve geri-donlistimliu cevap icin ¢ok kritiktir




PROTEIN ISLEVi

*Protein Uzerinde ligandi baglayan yer, baglanma
yeri olarak adlandinlir

*Bu bolge ligandin sekli, boyutu, yiki hidrofilik
hidrofobik 6zelligi hakkinda bilgi verir

*Bu etkilesimler 6zgulddir, binlerce molekdul
arasindan ligandini ayirabilir

*Bir protein birden fazla ligant icin baglanma
Yerine sahip olabilir




PROTEIN ISLEVi

*Proteinler soluk alir!!

*Molekiler titresimler, termal enerji kaynakl
bag bozunup kirinmalari, ayrica AA lerin
protein boyunca hareketleri esneklik saglar

*Konformasyonel degisiklikler peptit
parcalarinin nm diizeyinde hareketini bile
icerebilir.

eLigantin proteine baglanmasi, proteinin
konformasyonel degisiklikler gecirmesini
tetikleyebilir. Buna P-L arasinda uyarilmis
uyum denir.

*Coklu altbirimli bir proteinde, bir
altbirimdeki konformasyonel degisiklik,
siklikla diger altbirimlerin konformasyonunu
etkiler.

eLigantla substrat ayrimi nedir?

*Enzimlerin etkiledigi molekdiller ligant degil
substrat olarak adlandirilir

*Enzimlerde baglanma yerine de katalitik
veya aktif yer adi verilir



PROTEIN-LIGANT GERi DONUSUMLU BAGLANMASI

*Bu kavrami agiklamak icin en ¢ok ¢alisiimis ve
anlasiimis proteinler olan miyoglobin,
hemoglobin proteinleri kullaniimaktadir

eLigant?
*Oksijen suda ¢ok az ¢ozlndr !

*Sadece kan plazmasinda ¢6zinmius oksijen
dokular icin cok yetersiz.

*Oksijeni depolayan ve tasiyan proteinlerin varhgi
yasam icin kacinilmaz

*Bagimsiz AA zincirlerinin hicbirisi geri-
donusimli olarak oksijen baglanmasi igin uygun
degildir

*Bu gorev oksijen baglamaya egilimli olan demir
ve bakir gibi metallerce yerine getirilir




*Serbest metaller ise tek baslarina DNA ve
benzeri makromolekiillere zararli OH. gibi
radikallerin olusumunu tetikler

*Hucrelerde kullanilan demir bagh formlarda ve
reaktivitesi disiridlmis halde

*Cok hicreli canlilarda hem grubu tarafindan
oksijen tasima ve depolama gerceklestirilir

*Hem, Protoporfirin isimli kompleks organik bir
halka ortasina Fe+2 (ferr6z) baglanmis yapidir

*Porfirin 4 koordinasyonlu dizlemsel grup + 2 dik
*Bazik azotlar Fe*3 (ferrik) olusumunu onleyici?
*Neden 6nemli:

Ferroz geri donusimli baglarken, digeri oksijen
baglayamaz

PROTEIN-LIGANT GERi DONUSUMLU BAGLANMASI
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PROTEIN-LIGANT GERi DONUSUMLU BAGLANMASI

*Oksijen varligina gore degisen hem grubu demiri *
ven kaninin mor, arter kaninin ise parlak kirmizi Edge view

gorunmesine sebeptir

*CO ve NO gibi kuictiik molekuller hem demirine HN /C\{'l I
oksijenden daha buyuk ilgiyle baglanir I
*CO heme baglandiginda oksijen cikarilir N—Fe—O0O,
*Aerobik organizmalar igin toksik C §C(| I

Histidine Plane of
residue porphyrin
ring system



PROTEIN-LIGANT GERi DONUSUMLU BAGLANMASI

*Miyoglobin bir molekil hem ve 153 AA tek ppz
*Ne ise yariyordu?

*Sekiz alpha heliks yapisi harfler ifade edilir ve
Aralarindaki donemeclerde EF, AB gibi ifade edilir

*Hangi AA ile kovalent baglanmisti?

*Amino terminalden 93. AA His*3 ya da
His F8 olarak yani ?

*Cok dnemli bir isleve sahip
*Hem oksijen baglama yetenegine hem de
*Gereken yer ve zamanda birakmaya
*Yani geri donusimli protein-ligant
etkilesimine en iyi 6rneklerden birisidir

Bu etkilesimler nicel olarak tanimlanabilir...



PROTEIN-LIGANT GERi DONUSUMLU BAGLANMASI

1.0

6 o.5

[L] (arbitrary units)



PROTEIN-LIGANT GERi DONUSUMLU BAGLANMASI

TABLE 5-1 Some Protein Dissociation Constants

Protein Ligand Ky (M)*
Avidin (egg white)T Biotin 1x 1015
Insulin receptor (human) Insulin 1 x 1010
Anti-HIV immunoglobulin (human)* gp41 (HIV-1 surface protein) 4 x 10710
Nickel-binding protein (E. coli) Ni2* 1 X 1077
Calmodulin (rat)3 Ca?t 3 X 10°%
2 X 107°

*A reported dissociation constant is valid only for the particular solution conditions under which it was measured. K values for a protein-ligand
interaction can be altered, sometimes by several orders of magnitude, by changes in the solution’s salt concentration, pH, or other variables.

fInteraction of avidin with biotin, an enzyme cofactor, is among the strongest noncovalent biochemical interactions known.

This immunoglobulin was isolated as part of an effort to develop a vaccine against HIV. Immunoglobulins (described later in the chapter) are highly
variable, and the K reported here should not be considered characteristic of all immunoglobulins.

SCalmodulin has four binding sites for calcium. The values shown reflect the highest- and lowest-affinity binding sites observed in one set of
measurements.



PROTEIN-LIGANT GERi DONUSUMLU BAGLANMASI
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LIGANTA GORE 0zGULLUK DEGiSiMI

*Heme cesitli ligantlar farkli 6zgullukte baglanir

*CO serbest hem molekuliine oksijene gére 20000 kat
daha iyi baglanir

*CO nun Kd si 20000 kat daha dustk yani P50 degeri!
*Peki miyoglobindeki hem boylemi

*Boyle olsa yasam olasi olmayabilirdi

*Hem miyoglobine baglh oldugunda bu oran 200 ddr.
*Orbital geometrileri nedeniyle oksijen belli bir aciyla
baglanirken CO porfirin halkaya dik baglanir
*Miyoglobinde durum nasil?
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LIGANTA GORE 0zGULLUK DEGiSiMI

Distal His olarak adlandirilan kalinti oksijen
baglanmasini etkilemezken, CO dogrusal
baglantisni etkiler

*Bu sekilde miyoglobinde CO baglanma
azalmasi aciklanmaktadir

*Fizyolojik olarak 6nemli ¢iinki CO duisuk
duzeyde hiicre metabolizma son Urin(

*Oksijenin miyoglobindeki heme baglanmasi
soluk almaya baghdir?

*Hem molekull derinde, gaz halindeki oksijen
icin buraya dogrudan yol yok

*Kati statik protein olsa hizla girip ¢citkamaz
*AA yan zincirlerinin hizli molekiler
esnemesi, protein yapisinda gecici bosluklar
olusturur ve oksijen iceri ve disari gegisi bu
bosluklardan yapar.

Phe CD1



HEMOGLOBINLE OKSIJEN TASINIMI

*Hayvanlarda oksijen kandaki eritrositlerce
tasinir

*Bu hticrelerde bolca hemoglobin bulunur
*Bu hticreler cogalamaz?

*120 glin civarinda omuirleri vardir ve
bolinemezler

*Cekirdek, mitokondri ve ER icermeyen
hicrelerdir

Mb

*Arterlerdeki hemoglobin % 96 oraninda
doymusken, venlerdeki % 64 oraninda
*Yani Hb tasigidi oksijenin Ugte birini
dokulara birakmaktadir Hb
*Multimerik bir protein olan Hb de,
altbirimler arasindaki etkilesimlerle, ligant
derisimindeki kicutk degisikliklere yuksek
duyarhlikla cevap vermeyi saglar 6r graph
sihtiyaci olan dokuya oksijen birakir...
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HEMOGLOBINDE ALTBIRiM ETKILESIMLERI

*Farkli altbirimler arasinda , araylizeylerde
etkin etkilesimler vardir (parlak renkler,
alpha-betalar arasinda)

*H-baglari

slyon ciftleri

*Hidrofobik etkilesimler

*Ureye tabi tutulduklarinda iki ayri dimere
ayrisir ancak alpha-betadan ayrilmaz

*Oksijen bu yapiya eklendiginde alpha2-beta2
arasi etkilesimler birkac iyon ciftinin
kirlmasiyla 6nemli 6lgtide etkilenir




HEMOGLOBINDE FARKLI DURUMLAR

*XRC calismalari Hb iki farkh konformasyon oldugunu gostermistir, T for tense and R for relaxed
*Oksijen Hb ye her iki durumdada baglanabilir ancak R durumunda oksijene ilgi cok daha fazla
*Oksijen yokken yani deoksiHb durumda T daha kararli, oksijenli iken R durumu
*Yani T durumundaki bir Hb altbirimine bir oksijen baglanmasi bitiin konfosmasyonda R
durumuna dogru bir degisim baslatir
*Tekil altbirim yapilari cok az degisir, yapilar birbiri lizerinde donerek kayar ve beta
altbirimleri arasindaki cep daralir, T durumundaki bazi iyon ciftleri kirilir, tense—> relax

His HC3
T state R state



HEMOGLOBINDE KOOPERATIF BAGLANMA

*Hemoglobin oksijeni pO2 yaklasik 13 kPa
oldugu akcigerlerde etkin olarak baglamali ve
pO2 nin yaklasik 4 kPa oldugu dokularda

serbest birakmaldir!!! pO, in pO, in
tissues lungs
. : . T 1.0
*Miyoglobin bunu yerine getirebilir mi?
High-affinity

*Yukaridaki birakma isleminin gerceklesmesi 0.8}  state
belirtilen aralikta teta degerinin konrol
edilebilmesi anlamina gelmektedir ki Mb de
baglanma grafiginde bu yoktur

En sol hiberbolik grafik 0

Transition from
low- to high-
affinity state

0.6

04}
*Yani oksijeni etkin baglayacak bir protein

bunu akcigerde yapacaktir (teta max) ancak Low-affinity

dokularda birakamayacak (teta ayni) 0.2 tafa

*Ote yandan eger protein oksijeni dokularda " , :
birakmaya yetecek sekilde dusuk ilgiyle 4 8 12 16
baglarsa bu sefer de akcigerde yeteri kadar pO; (kPa)

oksijen toplayamaz (en sag grafik)




HEMOGLOBINDE KOOPERATIF BAGLANMA

*Hb dusuk ilgili T durumdan yuksek ilgili R

duruma gecerek bu sorunu ¢ozer ve sonucta pO, in pO,in
sigmoid sekilli (s benzeri) oksijen baglama egrisi tissues lungs
olusur 12 o

*Tek ligant baglanma bolgesi olan bir protein High-affinity

sigmoid sekilli bir egri olusturamaz! (6r Mb) 0.8 state e
Transition from

low- to high-

*Hb de bireysel altbirimlere oksijen baglanmasi affinity state

komsu altbirimleri oksijene ilgisini degistirir
(allosterik protein) V)

0.4

0.6

*ilk oksijen T durumundaki bir altbirime
baglanacagi icin zayif etkilesir (egri bslngc)

Low-affinit
*Bu komsu altbirimlerde konformasyonel 0.2 y

state
degisimleri tetikler, zincirleme (kooperatif)
*Bir kez oksijen ilk altbirime baglandiktan sonra, . : .
T—> R gecisi ikinci altbirimde daha kolay 4 8 12 16
gerceklesir pO, (kPa)

*Son oksijen molekuld R durumuna gegmis bir
altbirime yani yiksek ilgiyle baglanir



HEMOGLOBINDE KOOPERATIF BAGLANMA

*Sigmoid egriler, kooperatif baglanma gostergesi
eLigant derisimine duyarl cevap
*Yuksek oksijende max doldur, dusikte birak
*Egim max ortadaki icin 6zellikle 3-8 kpa

pO, in
lungs

pO,in
tissues

araliginda

*Bu kooperatif baglanma nicel olarak
tanimlanabilir mi?

0.8

0.6

0.4

0.2

High-affinity

state

Transition from
low- to high-
affinity state

Low-affinity
state

8 12 16



HEMOGLOBINDE KOOPERATIF BAGLANMA

n sayida baglanma bolgesi olan bir protein igin

P + nL <> PLn




HEMOGLOBINDE KOOPERATIF BAGLANMA

|PLn]
Ka=
[P][L]"
Expression of ©
L ,
[L]"+Kd
rearrange
o _ I 5
1-6 Kd
lake log R
of both log | —2—|= nlog [L] - logKd
sides -6 > Hill equation
Where KdZ[L]g S

-



HEMOGLOBINDE KOOPERATIF BAGLANMA

*Hill egrisinin egimi, Hill katsayisi n,

°n,= 1, kooperatif degil

*n,>1 pozitif kooperatiflik,
*Hb deki gibi bir L baglanmasi
Digerinin baglanmasini
kolaylastirir

* nH<1 negatif kooperatiflik yani

Bir L baglanmasi digerlerini engeller

*nH=n, teorik durum, bitin L ler ayni
anda baglanma yerine baglaniyor,
kismen doymus protein higbir zaman
yok

*n, baglanma sikihginin bir élgusi
mu?

*Hayir sadece kooperatifligin ¢ctinki R
durumunda da n =1

3

/

Hemoglobin i
nH =3 /
2|
Hemoglobin .
high-affinity Ve
—_ 1T state N\,
‘% nH =1 i /
| | o
- OEG==S-==s > e e
P 7 //
3 _1 | Myoglobin
ny=1 f Hemoglobin
i low-affinity
—2 | ; state
/I nH =1
/
_3 | | | |
—2 —1 0 1 2 3
log pO,



KOOPERATIF BAGLANMA MODELLER;

*Ortak modelde, T-R ayni anda proteinde yer alamaz, denge halinde olabilir
*Ardisik modelde, ayni anda T-R proteinde yer alabilir
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Hb DIGER GOREVLER!

*Hb oksijeni dokulara tasimasini 1.0
yanisira solunumun iki Griini olan H* ve
CO, de bobreklere ve akcigere
tasimaktadir
*H* ve CO, baglanmasi oksijenle ters
orantilidir (Bohr etkisi)
*Cevresel dokularda dusik pH ve 0
yuksek CO, derigsimlerinde H* ve
CO, baglandigi icin Hb nin oksijene
ilgisi azalir ve oksijen dokulara
verilir (pH distk teta disik)
*Bunun tersi durumda ise yani
akciger kapillerlerinde CO, atildigl
ve sonucta kan pH 1 yukseldiginden 0
Hb nin oksijene ilgisi artar ve
cevresel dokulara tasimak tzere
protein daha fazla oksijen baglar
(pH yuksek teta yiksek)

0.5




Hb DIGER GOREVLER!

HHb™ + O, <> HbO, + H” 10

*Ayni olay yukaridaki dengeyle de

aciklanabilir

*Oksijen derisimi akcigerde ylksek,

denge saga ve Hb oksijen baglar, proton

ve CO2 birakir, nefes veris

*Proton derisimi ¢evresel dokuda 0 o5
yliksek, denge sola, oksijen dokuya,

proton hemoglobine

*Proton ve oksijen Hb de farkli yerlere
baglanir?




Hb DIGER GOREVLER!

*Proton birka¢ AA kalintisindan birine baglanir

*HC3 bunlardan biridir ve bu bag gerceklestiginde bu histidin pK,si anormal yukselir!
*Bunun sebebi Asp FG1 ile olan iyon ciftidir, bu T durumunun stabilizasyonunda etkilidir, tense
*Oksijenin gelmesi ise iyon ciftini bozar, his pK,si normal 6 seviyesine déner, 6zellikle
akcigerlerdeki 7.6 civarindaki pH ile tamamen deprotone haline doner (R durumda) .,

C|OOH

His HC3
T state R state



Hb DIGER GOREVLER!

*Hb bir diger gdrevi de CO, taginiminda rol almaktir.
*Coztinmus CO, ve H,CO; formu diginda

*Bu molekdil her globulin zincirin amino-terminal ucundaki alpha-amino grubuna baglanir
eKarbamino-terminal baglantilar olusur

T i_,-D)HJY%
| I

o o

*Bu bag ile H* aciga cikar

*Yine Bohr etkisi ile serbest oksijen salinimi tetiklenir
*Karbondioksit derigimi periferik dokularda oldugu gibi ytksek oldugunda CO,nin bir
kismi Hb ye baglanir ve olusan protonlar oksijene ilginin azalmasi ve salinmasini saglar

HHb™ + O, <> HbO, + H”



2,3-Bifosfogliserat (BPG)

*Hemoglobinin oksijene ilgisini module eden bir proteindir.
*Eritrositlerde bol miktarda bulunan ve izole Hb de cogu zaman bagli
halde gozlemlenen

*Glcli bir etkilesime sahip _ON\C,;,&D o
Heterotropik allosterik etkilesim H-(—0—b—0"
H-C-H &
*Allosterik protein, bir bolgeye bir ligantin baglanmasi, ayni protein (|)
uzerindeki baska bir bolgenin baglanma o6zelliklerini etkiliyorsa —D—P|’=0
allosterik proteindir Ll)—

2,3-Bisphosphoglycerate

Allosterik proteinlerin modulatorleri (kendi liganti ve/veya baska
molekdller)
inhibitdr veya aktivatdr olabilir

*Normal ligant ve modilator ayni oldugunda homotropik

etkilesim

Ligant ve modulator farkli ise heterotropik etkilesim

*Hb de nasil?



2,3-Bifosfogliserat (BPG)

*Yine proton benzeri yani inhibe edici sekilde oksijenin Hbye baglanmasini azaltir
* HbBPG + O, € = HbO, + BPG, BPG nin artmasi oksijen salinimini tetikler

*T durumunda Hb ye baglanir ve burda negatif yiikli BPG ile pozitif yikli grupla etkilesir (mavi)

*Oksijenasyon ile baglanma cebi kaybolur = R

*Fetuslerde oksijen ihtiyaci daha fazla, bu yiuzden
anneden farkli oksijen ilgisine sahip hemoglobine
sahiptirler. Bu hemoglobinin BPG ye ilgisi dolayisiyle
daha dusuktur.



2,3-Bifosfogliserat (BPG)

*Deniz seviyesinde 5 mM BPG, kanla pO, in pO, in
tasinabilecek oksijenin ~ % 401 dokulara POz in lungs lungs
- tissues (4,500 m) (sea level)
birakilabilir | \ {
1.0

*Agri dagina ciktiginizda, ayni egri
devam,

*Oksijence doygunluk farki dokulara
birakilan orandir ve bu sefer toplam
tasinabilecek oksijenin sadece % 30 unu 0 o5
dokulara birakabilir - yetersiz oksijen ||  [f~"" Tt
olimcul olabilir

*Hemen BPG konsantrasyonu yukseltilir
*Akcigerdeki doygunluk orani
azalan basingla diissede, doygunluk
farki, yani dokuya birakilacak 0
oksijen, toplamin yine % 40 ina
ulasarak dokular oksijene doyurulur




ORAK HUCRELI ANEMI-GENETIK Hb HASTALIGI

*Hb nin 300 den fazla genetik varyantindan bir tanesi

*Beta zincirinin 6. pozisyonunda Glu yerine val gelmesi molekulin dis ylizeyinde

yapiskan hidrofobik bir yama olusturur

Hemoglobin A Hemoglobin S

*Normal pH da HbS ile HbA arasindaki yik formali?
*Bu durumdaki Hb ye HbS, normal Hb ye HbA ismi verilir

*Deoksijene durumdaki HbS suda ¢oziinmez, HbA ise ¢ozunur




ORAK HUCRELI ANEMI-GENETIK Hb HASTALIGI

r Nonpolar, alifatik R gruplar Aromatik R gruplan
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ORAK HUCRELI ANEMI-GENETIK Hb HASTALIGI

*Deoksijine olmus HbS, tibuler fibriller seklinde ¢oken polimerler olusturur.
*Bu fibriller eritrositlerin deforme olmus orak seklinden sorumludur.

*Kan deoksijene olduk¢a oraklasmis hiicre orani artar

*Normal Hb degerinin (15-16 g / 100 ml) yarisi
seviyede Hb icerir

*Oraklasmis hicreler ¢ok kirilgan, kolaylikla
Parcalanir ve kansizlik-anemi

o g ~ 5,
*Erken yasta 6lim ve 6nemli bir neden, anormal S
sekilli hiicreler tarafindan kan kapilerlerinin Interaction between molecules

tikanmasi ve organlarda islev kaybi

*Afrikada ozellikle yaygin

Strand formation



iIMMUN SISTEM VE IgG LER

*Protein ligant etkilesimlerinin ¢ogu, prostetik grup icermez

eLigantin baglanma bolgesi siklikla BPG benzeri bir yapidadir
*AA kalintilariyla astarlanmis bir cebe ylksek 6zgullikte ligant etkilesimi
*Aralarinda ¢ok az yapisal fark bile olsa Ligantlari ayirabilen bir 6zellikte

*Bltlun omurgalilar, molekiler olarak kendini, kendinden olmayandan ayirdedebilen
ve daha sonra kendinden olmayan olarak taninan bu varliklari tarip eden bir immin
sisteme sahiptir

*Bu sekilde virls, bakteri, pathojen ve diger tehditkar molekuller ortadan
kaldirihr

Antigen- Antigen-
binding binding
site Papain site

*Kompleks bir cevap silsilesi h«\““" e "*”/m,,;
*Proteinler, hiicreler, molekdiller iceren bir stireg

C = constant domain
V = variable domain
H, L = heavy, light chains




IMMUN SISTEM

*Kemik iligindeki farkhlasmis kdk

hicrelerden kaynaklanan makrofaj ve immiin Sistemde Yeralan Bazi

lenfositleri iceren I6kosit turlerinden Lokosit Tipleri
(akyuvar) tarafindan meydana getirilir. it o islev
*Makrofajlar diger dokularda da lirtm UGS § : e ]
Makrofajlar Bilyiik partikilleri
ve hiicreleri
*Kan dolasimindan ayrilip dokulara fagositozla sindirir
gidebilirler ve enfeksiyon isareti olan B lenfositler Antikorlart olusturur
molekillere baglanma ve tanima (B hiicreleri) ve salgilar
yetenegine sahip bir veya daha fazla T Ienfositler
protein Uretirler (T hilcreleri) o S T
oG tiirleri . 5 o Sitotoksik (katil) T-hilcre yiizeyindekl
I.g('S turleri ve T hiicre reseptorleri T hicreleri (T.) reseptorler
gibi araciligiyla enfekte olmus
konakg! hiicrelerle
*iki cesit imm{n sistem etkilesir i
*Humarol Yardime: T hiicreleri (T,) Makrofajlarla etkilesir
Hiicresel ve T, Ty, ve B hiicrelerini

prolifere etmek amaclyla
sitokinleri (interlokinler)
salgilar.

e



IMMUN SISTEM-HUMORAL

*Humoral immun sistem, sivi ile ilgili

anlaminda N :
Immun Sistemde Yeralan Bazi
_ , Lokosit Tipleri
*Bakteri enfeksiyonlari ve hiicre disi i | .
viruslere ydnelik Hiicre tipi Islev
Makrofajlar Biiyiik partikulleri
TBurc.:!aki immun cevabin merkezinde ::ggg%;ezlglsindirir
lr.rnlrrjunoglobulmle'r —Ig- -Ier (antikor), B lenfositler Antikorlan olugturur
¢cOzlinebilen proteinlerdir (B hiicreleri) ve salgilar
*Kan proteinlerinin 1/5 i T lenfositler
(T hiicreleri)
. L . Sitotoksik (katil T-hiicre ylizeyindeki
Ba kterl, virds vueya yabanci blyuk T hUcreIéri (T)C) resept'c)rl)(lar y

molekillere baglanan proteinlerdir araciligiyla enfekte olmus

konake! hiicrelerle

etkilesir

*Bu proteinleri B lenfositler olusturur _
Yardimei T hicreleri (T,,) Makrofajlarla etkilesir

*Neden B?
ve T, Ty, ve B hilcrelerini
prolifere etmek amaclyla
sitokinleri (interlokinler)
salgilar.



IMMUN SISTEM-HUCRESEL

*Hlicresel immun sistemi T lenfositleri

olusturur, Katil ve yardimc1 T hicreleri immiin Sistemde Yeralan Bazi

. Lokosit Tipleri
*Neden hicresel? :
Hiicre tipi Islev
*Enfekte olmus hiicreler ve parazitlerin Makrofaijlar Bllyuk partikiilier
tanimlamasi T hucrelerin yizeyindeki T ;/:ggl;?troezlglsindirir
hucre reseptorlerini gerektirir. B lentositier Antikorlar olusturur
(B hiicreleri) ve salgilar
*Bu reseptor proteinler, hiicredisi ligantlari T lenfositler
tanir ve degisiklikleri bagslatir (T hicreleri) o B
*Mesela déldiirmek icin Sitotoksik (katil) T-hilcre ylizeyindek
T hicreleri (T,) reseptorler
aracilijlyla enfekte olmus
*Yardimci T hiicreleri sitokin (interlokin) konakg! hiicrelerle
denilen ¢ézinebilen isaret verici etkilesir —
proteinleri Yardime! T hiicreleri (T,;) Makrofajlarla etkilesir -
ve T, Ty ve B hilcrelerini
prolifere etmek amaciyla
*Neden T? sitokinleri (interlokinler)
*Gelisimleri timusta, gogls boslugunda salgilar.

tiroid altinda bir lenf sistemi organi =



IMMUN SISTEM PROTEINLERI ve ANTIJENLER

simmin sistemdeki tanimlayici proteinleri :
B hicrelerince olusturulan antikorlar ve (insanlar 108 cesit Uretebilir, bir virtisi
tanimak icin birden ¢ok antikor olabilir)
*Ozel kimyasal yapilara 6zgiil olarak baglanan T hiicrelerin yiizeyindeki T hiicre
reseptorleridir

« Immiin cevabi saglayabilen her molekiil veya patojen antijen olarak adlandirilir
*Virus, bakteri duvari, makromolekdller

*Antijende nereye baglaniliyor?
*Kompleks bir antijen farkl antikorlar tarafindan baglanabilir
*Tekil bir antikor ve T-hlicre reseptoru antijen icindeki epitop adi verilen 6zel
molekiler yapiya baglanir.
*Birden fazla epitop iceren kompleks antijenler

*Normalde 5 kDa altindaki kiiclik molekdller antijenik degildir!



IMMUN SISTEM —kendi ile kendi degil ayrimi-

simmiin sistem patojenleri kendi-kendi degil seklinde
ayirtetmeli ve ortadan kaldirmali

*MHC proteinleri —major histocompatibility compleks-
hicre icindeki sindirilmis proteinlerin peptit parcalarini
baglar ve hicre dis yuzeyine gikarir

*Viral enfeksiyona ugramis bir hiicre disiinelim
*Bu sirada viral proteinlerde hiicrede sindirilir ve
ortaya cikarilir
*MHC proteinleri tarafindan ortaya cikarilan
yabanci proteinlerin peptit parcalari immin
sistemin kendinden olmayan olarak tanidigi
antijenlerdir.
*Baskasinin tuglasini kullanan hticre
ylizeyindeki peptitler benden degilsinin
isaretini vermekte

T hlicre reseptorleri bu parcalari baglar ve
immdin cevap ilerler (6lim vey amplifikasyon)

Hypervariable
_ domains
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*Birincide beta sabit alpha
degisken AA sekansi

sikinci MHC tipinde her iki ikincil
yapida degisken ve N terminusa
yakin



IMMUN SISTEM —MHC Proteinleri

Antigen

*Sinif | MHC proteinleri batiin omurgalilarin hicre
ylzeyinde bulunur

*Patojen originli peptit komplekleri ve MHC-1
proteinleri hiicresel immun sistemindeki Tc
hicrelerinin T-hlicre reseptorlerinin taniyici
hedefleridir

*HIV kaynakli bir peptit molekili MHC-1 tarafinda
hiicre ylzeyine tasinarak antijenik etki olusturur ve bu
kisim T-htcre reseptorleriyle etkilesir

B chain
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IMMUN SISTEM —MHC Proteinleri

Antigen

*Timuste Tc hiicreler olgunlasirken kendi peptitlerini
kendinden olmayandan ayirayamayanlar olr!

*Hucrelerin % 5i gelisir ve bunlar kendi peptitlerine
baglanmayan reseptorlere sahip Tc hiicrelerdir

*Bu sayede parazit ve virus ile enfekte olan hiicreler
hiicre reseptorlerince taninip yok edilir

*Organ transplantasyonunda yabanci sinif | MHC
protenleri de Tc lerce taninip doku reddine yol acar

*Yine baskasinin tuglasi
*Kompleks bir mekanizma, yakin akrabalar ¢cogu
kez okey

*Sinif I MHC proteinlerin peptit kompleksleri ¢esitli
yardimci T hiicrelerinin T-hiicre reseptorlerinin
hedefidir. Sinyalizasyon baslatici etkilesim

Extracellular
space

Plasma
membrane

Cytosol



IMHCI MHCII [ch f

Hiicre peptitlerini gosteren

simf I MHC proteini. Konakct ® Q) )
hicre ® 6] Vu;al - T-hiicre Interlokin S/
< Sy L reseptorii reseptorii Interlokin 2, £
Eriyen hicre viriis
partikiillerini ve antijenleri
salgihyor. Bazilar antikorlar
tarafindan baglaniyor.
S ¥
Normal konakg =S ~ @ @ @ “Oy
ve viral peptitleri =
gosteren MHC-I Q@ @ ® é 4 ﬂ — 5 b s
ile enfekte olmus X S % ® . Coziinebilir
hiicre. = @ &+
iE &
o °
X
T-hiicre
reseptori ve é
CD8 reseptor
proteini aracihgiyla 1aG Fe
MHC Ive reseptorit
viral peptitlere
bagh Tc hiicresi
ile enfekte Virtise kars: antikor
olmus hiicre. olusturan B hiicresi

T-hiicre reseptorii

CD8 Makrofaj tarafindan

T vutulan antikora bagh viriis.
Interlﬁ.l;ir} A Viral peptitler MHC IT
reseptori v tarafindan gosterilmisgtir. e

T-hiicre reseptoria

,lf“‘ S
5.

Interlokin 4

4

-
~

B hiicresiyle MHC II ve
viral peptitler T-hiicre
reseptorii ve CD4 ara




IMMUN CEVAP

*Bitlin Tc ya da B hiicreler degil, yalnizca interldkin reseptor Uretenler (antijeni
taniyanlar) cogaliyor, sinyalizasyon ile secimli cogalma

*HIV de hedef T, hicreleri
Sinyalizasyon kesilmesiyle asker Gretimi otomatik yavaslar

*Antijen tikendiginde ¢cogu immun hicre 6lir, kiicik bir kisim uyarilmis B ve T hiicreleri
yasatilir

*Bunlar bellek hicreleridir ve tekrar karsilasildigi zaman patojene daha hizli cevap verilir



iIMMUNOGLOBULIN G (IgG)

eAntikorlarin ana sinifidir

B lenfositlerce salgilanan
¢Ozlinebilir proteinlerdir

*Patojenin direkt kendisiyle ya da
Onla ilintili bir serbest peptitle
etkilesir.

*4 ppz, ikisi agir, ikisi hafif!

Disllfitlerle bagl

*Y seklinde bir agac

*Agacin koki Fc kisim

*Antijen taniyici bolge ise Fab

*Sabit ve degisken yapilar
*Farkli IgG turleri

*Bir hafif ve bir agir zincirin

degisken bolgeleri iki es antijen

baglanma bdlgesi olusturur

Antigen-
binding
site Papain
AR cleavage
W\
Vi
Fab
C,

Fc<

coo

- 1
00C

Antigen-
binding
site

/V/ "
I{;

C = constant domain
V =variable domain
H, L = heavy, light chains




iIMMUNOGLOBULIN G (IgG)

*ilk kristallendirilmis IgG yapisi
*Esneklik islev icin kac¢inilmaz
*Mavi ve kirmizi?

*Maviler iki adet agir zinciri
*Kirmizilar iki adet hafif zinciri

Antibody Antigen-antibody complex



*Organizmada siren immunitede etkin o yuzden kanda en bol bulunan Ig tiradir

Saldiran bir virlis veya bakteri IgG ye baglandiginda makrofajlari aktiflestirir!

*Makrofajlarin hiicre ylizeyindeki baska reseptorler IgGnin Fc bolgesini tanirlar ve bu Fc bolge
lgG den IgG ye ....?

*Bu reseptorler bir antikor-patojen kompleksine baglandiginda makrofaj fagositozla kompleksi
yok eder

MCH |
displaying
peptide

IgG-coated
virus

Feregion Macrophage
of IgG phag
IgG Fc

receptor  Phagocytosis



IMMUNOGLOBULINLER

*5 farkli sinif Ig mevcut ve karakteristik agir
zincirleri var

M Heavy
chains

*lgM pentamerik yapida bulunabilir ve B

lenfositlerce Uretilen ilk antikordur Light

chains

*Ka¢ baglanma bolgesi?
*Yogun disulfit baglari
*Merkezdeki J ppz stabilite

*IgE allergen reaksiyonlarda etkin antikor
*Polen benzeri maddeleri antijen olarak gorup
vicut tepkisini baslatir



iIMMUNOGLOBULINLER-OZGULLUK, UYARISMIS UYUM

Conformation
with no antigen
bound

Ligantin proteine baglanmasi,
proteinin konformasyonel degisiklikler
gecirmesini tetikleyebilir. Buna P-L
arasinda uyariimis uyum denir.



IMMUNOGLOBULINLER-OZGULLUK, UYARISMIS UYUM
Antigen

bound

(hidden)



IMMUNOGLOBULINLER-OZGULLUK, UYARISMIS UYUM




IMMUNOGLOBULINLER-OZGULLUK, UYARISMIS UYUM

*Hidrofobik, iyonik, H-baglari ve VDW kuvvetleri ¢ok kararli bir P-L etkilesimine
Ve de son derece yuksek baglanma sabitlerine yol agmaktadir

*Tipik Kd degerleri nM seviyesindedir

*Poliklonal antikor, bir antijenin degisik epitoplarina baglanan antikorlar toplulugu

*Monoklonal antikor, bir antijenin ayni epitopuna bagl antikorlar toplulugu

Or K si 5 x 108 M olan bir antijen antikor etkilesiminde olasi baglanma bdlgelerinin
% 80 nini dolduran ligant konsantrasyonu nedir?

2 x 107 M, baska etkilesimlere gore ¢ok ¢ok Antigen
dUsuk konsantrasyonlarda cogu baglanma " bound
bolgesi dolmakta (shown)



ELISA —ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY

@ Coat surface with sample M @ [
(antigens).

@ Block unoccupied sites
with nonspecific protein.

@ Incubate with primary <i

antibody against specific
antigen.

@ Incubate with

antibody-enzyme complex
that binds primary antibody.

(5) Add substrate. 0

@ Formation of colored
product indicates presence
of specific antigen.

o

Kanser belirteci proteinlerin belirlenmesinde kullanilir



ELISA —ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY

> —J T + T En renkli kuyucuk

neyi belirtir?
l

’--‘ "L 4 | 4- ‘ HSV virls antijeniyle

kaplanmis
kuyucuklar

Virtse karsi en cok
antikor Ureten
hastada en renkli
kuyucuk

Kuyucuk anti PSA ile
modifiye edilmis
olsa idi, bu sefer
kaninda en ¢ok PSA
Prostat spesific
antijen iceren hasta
en renkli kuyuya
sahip




Imminblot

*Protein kinazin saflastiriimasi

*Her asamada yabanci
proteinler kolon kromatografisi
ile uzaklastiriimakta

sikinci durumda cassein mavisi
yerine proteinler birincil
antikor, enzim bagli ikincil
antikor ve

substratla muamele edilir

21.5 *Sadece aranan proteini iceren
e bantta renkli ¢okelti

-14.4 -
SDS gel Immunoblot



DIGER PROTEIN-PROTEIN ETKILESIMLERI

I
36 nm G-actin
(b) F-actin subunits
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