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Bu malzemelere atifta bulunmak veya kullanim sartlarini 6grenmek igin http://ocw.mit.edu/terms

sitesini ziyaret ediniz

Denge:Ilac Tasarimina Uygulanmasi

Bu konu Sarkar,Lowenhaupt,Horan,Boone, Tidor ve Lauffenburger'in Nature
Biotechnology,20,908(2002)' de yayinlanan“pH ile etkinlesmis histidin dontgimu
kullanarak artmis 6miir ve etkinlik igin rasyonel sitokin tasarimi” adli makalesine

dayanmaktadir.

Dengeyi analiz etmek igin ligand ve reseptorin proteinler oldugu ligand - reseptér
baglanmas: gibi reaksiyonlara kolaylikla uygulanilabilen kovalent baglarin olugup

koptugu bir reaksiyon alalim.
R+L=C

Burada R reseptordi, L ligandi C de ligand-reseptor kompleksini gostermektedir.
Bu proteinler arasinda hidrojen baglari,hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler
gibi gok sayida kovalent olmayan etkilesim vardir. Bu reaksiyonda da Gibbs

serbest enerjisi ve denge sabiti arasinda bizim bildigimiz

AG° = -RTInK,

ifadesi gegerlidir. Burada K, denge sabitine assosiyasyon sabiti denir
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AG® degerini karakterize etmek igin gerekli olan standart hal bir seri kendine has
sarta gore tanimlanir(pH, tuz konsantrasyonu,vs...). Geleneksel olarak , ligandin
baglanma kuvveti ayrisma sabiti olarak bilinen bir denge sabiti ile cereyan eden

ters islem (ayrisma) tarafindan karakterize edilir .Buna gore

Kb ne kadar diisiikse ligand o kadar iyidir( daha siki baglanir)

Bir deneyde ligand radyoaktif olarak etiketlenmis(?°I ile) ve ligandin hiicre igine
nufiiz etmesini onleyen sartlar altinda ( 4°C'de) tutulan hiicrelere eklenmistir.
Ligand miktar: reseptérlere nazaran asiri olup denge durumunda iyi bir yaklasimla
[L]=[L]o varsayimi yapilabilir(baska bir sekilde ligand konsantrasyonu etkin bir
sekilde sabit kalir)

Eger toplam reseptor konsantrasyonuna [R]r dersek [R]r=[R]+[C] oldugundan
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Kp degeri (tabit ki AGo) gesitli baslangi¢ ligand konsantrasyonunda [L]o

[C]denge

(radyoaktif etiketleme ile) elde edilen kompleks konsantrasyonunu 6lgiip 1L
0

degerini [Cl,... 'e karst grafige gegirmek suretiyle belirlenebilir.Elde edilen

dogrunun egimi Ki olur. Isgal edilen reseptérlerin kesri
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Reseptor-ligand baglanma serbest enerjileri genellikle deneysel olarak tayin
edilse de (Kp vasitasiyla) ligandaki amino asitlerin birinin lizerindeki nokta
mutasyonlari ile ilgili olan serbest enerji degisimini bilgisayar hesaplamalariyla
belirlenir. Bu yaklasim daha iyi 6zelliklere sahip yani daha siki bir sekilde
baglanan daha "iyi" ilaglar gelistirmek igin kullanilabilir . Bu tasarlanmis mutant
ligandlara bir 6rnek “6Granulosit Koloni Uyarma Faktori (6CSF)" olarak
bilinir.6CSF kemoterapi hastalarinda akyuvar olusumunu uyarmak igin kullanilan

bir protein ilacidir.

GCSF'nin hiicre yiizeyindeki reseptaore siki bir sekilde baglanmasi(pH

7 4'de)istenir ¢linkii bu hiicrenin gerekli proteinleri liretmesi igin sinyal verir.
Kompleks C hiicrenin endosomal béliimiine girdigi(internalize oldugu) zaman(pH
5,5) GCSF'nin endosom iginde bozunmak yerine reseptorden koparak ¢ozeltiye
geri donmesi ve tekrar kullanilmasi arzu edilir. Dolayisiyla gelismis mutant GCSF
tasarimindaki temel prensip GCSF"nin pH5,5'deki(yani hiicrenin igindeki) tutunma
kapasitesinin pH 7,4'deki(hlicre yiizeyine) tutulma kapasitesinden daha diisiik
veya bir baska deyisle Kp(pH5,5)> Ko(pH7,4) olmasidir.

Vahsi tip(WT) GCSF igin asagidaki veriler elde edilmigtir

Ko(pH7,4) , pM Ko(pH5,5)/ Ko(pH7,4)

wWT 270+ 90 17+05

AG° = —RT InK; oldugundan degisik pH degerleri igin olan AG® farkini bulabiliriz




[AG°(pH7,4)- AG°(pH55)|/RT
WT: 0,53 + 0,3(Kp degerlerinden élgiilen)

Bu hesaplamalar birkag mutant iizerinde yapildi ve bunlardan iki tanesi serbest

enerji agisindan biyiik farkliliklar gosterdi
D110H: 8,3(hesaplanan deger)
D113H: 17(hesaplanan deger)

Bu mutant GCSF molekiilleri sentezlenerek GCSF reseptoriine baglanma

kapasiteleri aragtirilmigtir . Elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

Ko(pH7,4) , pM Ko(pH5,5)/ Kn(pH7 ,4)
WD 270 + 90 17+05
D110H 370 + 450 44+08
D113H 320 + 130 68+24

Bu mutantlar vahsi tip'e nazaran diisiik pH degerlerinde daha zayif
baglandiklarindan daha iyi ilag olma potansiyeline sahiptir(gergekten de hayvan
deneylerinde bu mutantlarin vahsi tipi nazaran daha uzun yari éniirleri oldugu
gorilmigtir). Mutantlarin serbest enerjileri arasindaki fark deneysel K

degerlerinden bulunur .

|AG°(pH7,4) - AG°(pH5,5)|/RT

WT: 0,53 + 0,3(Kp degerlerinden 6l¢iildi)
D110H: 1,50 + 0,2(Kp degerlerinden 6l¢iildu)

D113H: 1,90 + 0,4(Kp degerlerinden olgiildd)




