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ÖZET 

 
Ras Proteinlerini Hedefleyen İlaçların Gelişimindeki Güncel Durumun 
İncelenmesi ve Sanal Tarama ile Yeni İnhibitör Adaylarının Belirlenmesi 

 

Sayım Gülerler, Bilgen 

Yüksek Lisans Tezi, Biyomühendislik Anabilim Dalı 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Saliha Ece Acuner Zorluuysal 

Haziran 2023 

Ras proteininin yüzeyinde ilaçların bağlanabileceği bir bölge bulunamaması 

nedeniyle, RAS "tedavi edilemez" olarak kabul ediliyordu. Son yıllarda artan 

çalışma ve teknolojilerle KRAS’ı hedefleyen ve yapısındaki anahtar I ve anahtar II 

bölgelerinin arasına bağlanan küçük inhibitörlerin keşfiyle aday ilaçların sayısı 

artmaktadır. Bu nedenle yeni aday inhibitör yapılarının araştırılarak desteklenmesi 

ve geliştirilmesi oldukça önem arz etmektedir. Bu çalışmada deneysel olarak 

belirlenmiş tüm KRAS yapıları (doğal, farklı mutantlar, inhibitör bağlı vb.) ele 

alınarak inhibitör ve doğal etkileşim partnerlerinin bağlanma bölgeleri ortaya 

konmuştur. Daha sonra G12D KRAS’ı hedefleyebilecek potansiyel kovalent bağlı 

olmayan inhibitörler sanal tarama ile keşfedilmiştir. Hedef KRAS yapısını sanal 

taramaya hazırlamak için en uygun yapı moleküler simülasyona tabi tutularak en 

uygun konformasyonu seçilmiş ve elde edilen inhibitör veri seti Lipinski 

kurallarına göre elenerek hedef G12D KRAS inhibitör yapıları (ve negatif/pozitif 

kontroller) arasında moleküler kenetlenme çalışmaları yaparak sanal tarama 

gerçekleştirilmiştir. Sonuçların yapısal analizi gerçekleştirilerek G12D 

mutasyonunun sebep olduğu pankreas (PDAC), kolorektal (CRC) ve akciğer 

(LUAD) karsinomu tedavisinde etkili olabilecek, pozitif kontrol inhibitörleri 

MRTX-1133, TH-Z827 ve TH-Z835 ile de desteklenen en iyi skorlu 

ZINC000008758797 kodlu molekül en uygun terapötik aday olarak önerilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: KRAS, G12D, sanal tarama, moleküler kenetlenme, moleküler 
dinamik simülasyonları   



ABSTRACT 

 
Investigation of the Current Status of Drugs Targeting RAS Proteins and 

Identification of new Inhibitor Candidates by Virtual Screening 

 

Sayım Gülerler, Bilgen 

Master’s Thesis, Department of Bioengineering 

Supervisor: Assist. Prof. Saliha Ece Acuner Zorluuysal 

June 2023 

RAS was considered "incurable" due to the lack of a site on the surface of the Ras 

protein to which drugs can bind.  With the advancements in technology, the 

discovery of small inhibitors that target the switch I and switch II domains of KRAS 

has led to a significant increase in the number of potential drug candidates in recent 

years. For this reason, it is very important to research, support and generated new 

candidate inhibitor structures. In this study, all available experimentally 

determined KRAS structures (wild type, different mutants, inhibitor-bound, etc.) 

were studied and the binding sites of the inhibitor and natural interaction partners 

were revealed. Later, potential non-covalently bound inhibitors that could target 

G12D KRAS were discovered by virtual screening. In order to prepare the target 

KRAS structure for virtual screening, the most suitable structure was suffered to 

molecular simulation and the almost appropriate conformation was chosed, and the 

obtained inhibitor dataset was eliminated according to Lipinski rules and virtual 

screening conduct by molecular docking studies between the target G12D KRAS 

inhibitor structures (and negative/positive controls). By performing the structural 

analysis of the results, the best-scoring ZINC000008758797 molecule, which can be 

effective in the treatment of pancreatic (PDAC), colorectal (CRC) and lung (LUAD) 

carcinoma caused by the G12D mutation, was proposed as the most suitable 

therapeutic candidate and the results were supported by positive control inhibitor 

(MRTX-1133, TH-Z827 and TH-Z835) results. 

Keywords: KRAS, G12D, virtual screening, molecular docking, molecular 
dynamics simulations      
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GİRİŞ 
 

 

Günümüzde kanser, en sık rastlanan ve ölümcül hastalıkların başında gelmektedir, hastalığın 

moleküler mekanizmaların irdelenmesi, etkili terapötik yöntemlerin geliştirilmesi için büyük 

öneme sahiptir (Dede vd. 2023). RAS (KRAS; K-Ras4A ve K-Ras4B, NRAS ve HRAS) insan 

kanserlerinde en sık mutasyona uğrayan gen ailesidir. İnsan kanserlerinin yüzde 30'unda 

mutasyona uğradıkları tespit edilmiştir ve kanser tedavisine yönelik yeni yaklaşımlar için 

hedeflenen proto-onkogenler arasındadır (Cox A, vd. 2014). 40 yılı aşkın bir süredir süren 

araştırmalar sonucu Ras ‘tedavi edilemez’ olarak adlandırılıyordu ancak son yıllardaki Ras-

inhibitör araştırmalarındaki laboratuvar ve klinik gelişmelerle çeşitli yeni yaklaşımlar ortaya 

çıktı (Zhu vd. 2022). Ras proteinlerinin kanser gelişimindeki önemi, kanseri tedavi etmek için 

Ras sinyal yollarını engellemeye odaklanan çabalarla, onları ilaç geliştirme için birincil hedef 

haline getirdi (Moore vd. 2020). 

Ras süper ailesi, hücre dışı sinyallere yanıt olarak çeşitli hücresel işlevler için moleküler 

açma/kapama anahtarı olarak işlev gören küçük guanozin trifosfotaz enzimlerinden (GTPaz) 

oluşur (Wennerberg vd. 2005). Ras proteinleri, aktif bir GTP ye bağlantılı olan durum ile 

işlevsel olmayan bir GDP ye bağlantılı olmayan durum arasında döngü yaparak aşağı akış 

sinyal yollarını düzenleyen moleküler anahtarlar olarak işlev görür. Ras proteinleri hücresel 

olarak hayati önem taşıyan biyokimyasal roller üstlenir; hücre büyümesi, farklılaşması, 

çoğalması, bölünmesi, hayatta kalması nihayetinde programlı hücre ölümü gibi çok sayıda 

hücresel sinyal Ras kontrolündedir (Parker ve Mattos 2018). Aktive edildiklerinde, gen 

ekspresyonunda, hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesinde ve hücre davranışında 

değişikliklere yol açan bir aşağı akış efektörleri dizisini uyarırlar (Simanshu vd. 2017).  Ras 

sinyalinin karmaşık doğası ve zararlı yan etkilere neden olmadan bu proteinleri inhibe etmenin 

zorluğu nedeniyle, Ras-hedefli tedavilerin geliştirilmesi zor olmuştur (Liu vd. 2019). 

Tüm RAS mutasyonlarının %85’i KRAS geninde meydana gelir. KRAS mutasyonlarına bağlı 

karsinomların başında pankreas (%90), kolorektal (%25-40), ve akciğer (%15-25) bulunur 

(Ostrem ve Shokat 2022). KRAS'ın çeşitli mutant formları üç ana kategoriye ayrılmıştır: G12 

(kodon 12'de mutasyon), G13 (kodon 13'te mutasyon) ve Q61 (kodon 61'de mutasyon) (Uprety 

ve Adjei 2020). 
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Bu tez çalışmasında, güncel KRAS proteinlerinin PDB yapıları listelendi, başarılı ilaçlar 

ayrıntılı olarak mutasyon tiplerine, inhibitör ve doğal partner gibi içeriklere ayrılıp kategorize 

edildi. Seçilen KRAS G12D mutasyonu için sonrasında sanal tarama ile inhibitör hazırlığı 

gerçekleştirildi. Moleküllerin bağlanma afinitelerini tahmin edebilmek için moleküler 

kenetlenme gerçekleştirildi. Yapılan kenetlenme sonuçlarının yapısal analizi gerçekleştirilerek 

KRAS G12D mutasyon unun neden olduğu başta pankreas kanseri olmak üzere diğer tümör 

tiplerinin tedavisinde etkili olabilecek yeni terapötikler önerilmiştir; başta MRTX-1133, TH-

Z827 ve TH-Z835 inhibitörleri G12D için kovalent olmayan, güçlü ve seçici inhibitör ilaç 

adaylarıdır. Son olarak çalışmamızda moleküler dinamik simülasyon çalışması yapıldı. Böylece 

molekülümüzün anlık görüntüsüne ulaşarak proteinimizin dinamiğinin daha iyi anlaşılması 

sağlandı. 

Giriş bölümünde, tezin amaçları ve bu amaçları gerçekleştirmek için kullanılacak yöntemler 

tanıtılacaktır. Takip eden bölüm olan birinci bölüm'de, RAS proteinlerinin yapısı, KRAS G12D 

mutasyonu için mevcut ilaç inhibitörleri, tezde kullanılan sanal tarama ve moleküler dinamik 

simülasyonları yöntemleri ve moleküler kenetlenme yaklaşımları hakkında detaylı bir literatür 

özeti sunulacaktır. İkinci bölüm'de, tezde kullanılan materyal ve metotlar tanıtılacaktır. Bu 

bölümde, kullanılan veri setleri, analiz yöntemleri, hesaplama araçları ve diğer deneysel 

prosedürler hakkında bilgi verilecektir.  Üçüncü Bölüm olan sonuçlar ve tartışma kısmında, 

analiz sonuçları sunulacak ve bu sonuçların biyolojik açıdan anlamları tartışılacaktır. Bu 

bölümde tezde elde edilen bulgular ayrıntılı bir şekilde sunulacak ve ilgili literatürle 

karşılaştırılacaktır. Son olarak, sonuçlar bölümünde tez sonuçlandırılacak, temel bulgular 

özetlenecek ve gelecekte yapılması önerilen deneysel çalışmalar için önerilerde bulunulacaktır. 

Tartışma ve Öneriler bölümünde tezin genel değerlendirmesi yapılacak ve ileri çalışmalara 

yönelik çalışmalara yön verilecektir. 
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                                                   BÖLÜM I 

                                           LİTERATÜR ÖZETİ 
 

1.1 Ras Proteinlerinin Yapısı  

 

RAS hücre zarının hemen altında yukarı sinyal akış yollarından aldığı iletiyi alt akış yollarına 

ileten bir anahtar görevi gören küçük bir proteindir (Zeitoni vd.2016). Onkojenik olarak 

mutasyona uğramış RAS proteinleri GAP’tan bağımsız hale gelerek, aktif GTP'ye bağlı 

durumdan dinlenme GDP'ye bağlı duruma "kapalı" geçemez ve bu nedenle "açık" 

konfigürasyonda birikir, guanin değişim döngüsünü bozar, böylece tümör hücresi büyümesiyle 

sonuçlanan aşağı akış sinyal yollarını aktive eder (Moore vd. 2020). 

 

 

 

    Şekil 1 Ras mutasyonlarının meydana getirdiği nükleotit değişim mekanizması 
(Zeitoni vd.2016) 
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RAS proteinlerinin yüzeyinde ilaç bağlayıcı ceplerin bulunmaması nedeniyle eskiden RAS 

proteinlerinin doğrudan hedeflenmesinin imkansız olduğu düşünülüyordu. (Downward 2015). 

Bununla birlikte, çeşitli hedefleme stratejilerini belirlemek için büyük çaba sarf edilmektedir;  

(i)Yukarı akış moleküllerini hedefleme (PDE δ, SHP2, ve STK19),  

(ii)RAS proteinlerini doğrudan hedefleme (kimyasal bileşik veya antikor ile),  

(iii)Aşağı akış efektörlerini hedefleme (RAF, MEK, ERK, PI3K),  

(iv)RAS ifadesinin RNA etkileşimi ile,  

(v)RAS mutasyonu ile ilişkili farklı metabolik süreçleri hedefleme (mikropinositoz ve otofaji) 

(vi)sentetik ölümcül etkileşenlerin taranması (Chen vd. 2021). 

RAS mutasyonlarının izoformu (KRAS, NRAS veya HRAS), kodonu ve sıklığı doku tipine 

göre değişir (Haigis vd. 2008). Akciğer karsinomu LUAD,  pankreatik karsinom PDAC ve 

kolorektal karsinomu CRC' nin büyük bir yüzdesi, ağırlıklı olarak bu tümör tiplerinde kodon 

12'de meydana gelen KRAS mutasyonları tarafından yönlendirilir (Tsai vd. 2015). Buna 

karşılık, melanomların %29'u NRAS' da ki mutasyonlar tarafından yönlendirilir ve KRAS' tan 

farklı olarak bu mutasyonlar kodon 61'de meydana gelir (Burd vd. 2015). HRAS mutasyonları, 

KRAS veya NRAS' daki mutasyonlardan daha az sıklıkla meydana gelir, ancak baş ve boyun 

skuamöz hücreli karsinomu (HNSCC) ve mesane kanserlerinin bir alt kümesi, HRAS 

mutasyonları tarafından yönlendirilir ve bu mutasyonlar, kodon 12 veya 61'de meydana gelir 

(McGrath vd. 1983). 

 

 

 

Şekil 2 RAS izoformu (KRAS, NRAS ve 
HRAS) mutasyonlarının tümör tipleri 
arasında dağılımı ve her bir tümör tipinde 
izoforma göre RAS mutasyonunun sıklığı 
(Moore vd.2020) 
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1.1.1 KRAS Mutasyonları Hastalıkları  
 

1982'de Geoffrey Cooper'ın laboratuvarında çalışan iki doktora sonrası araştırmacı Chang ve 

Der, Kristen Rat Sarcoma Virus ü keşfettiler; kemirgen sarkom virüsü genleri. İnsan KRAS 

geni, bu iki onkogenin homoloğudur (Jančík vd. 2010). K-RAS, hücre dışı sinyallere hücresel 

yanıtları kontrol etmek için hücre içi anahtarlar olarak işlev gören, zarla ilişkili monomerik 

GTPazlar ailesine aittir (Haigis 2017). Büyüme faktörü stimülasyonuna yanıt olarak K-RAS, 

guanin nükleotid değişim faktörleri (GEF'ler) tarafından stimüle edilen GTP'ye bağlanarak 

aktive edilir (Rabara vd. 2019). GTP'ye bağlı K-RAS, aşağı akış sinyalini tetikleyerek 

efektörlerle etkileşime izin veren yapısal bir konformasyon varsayar (Shui vd.2022). KRAS'ın 

12. kodondaki yanlış anlamlı mutasyonu, GTPaz aktivitesini zayıflatarak proteini anormal bir 

şekilde aşırı uyarılabilir bir duruma aktive eder, bu da GTP'ye bağlı aktive edilmiş KRAS'ın 

birikmesine ve aşağı akış sinyal yollarının aktivasyonuna neden olur (Bery vd. 2019). 

Amerika Birleşik Devletleri'ndeki CRC vakalarının %45'i ve Çin'deki CRC vakalarının %49'u; 

ABD'de pankreas duktal adenokarsinomunun (PDAC) %90'ı ve Çin'de %89' u; ve ABD'de 

akciğer adenokarsinomlarının %35'i (LUAD, küçük hücreli olmayan akciğer kanserinin bir alt 

tipi) ve Çin'de yaklaşık %13'ü (ABD verileri için Şekil 3) (Wu vd. 2022). KRAS, KRAS geninin 

seçici olarak eklenmesiyle üretilen KRAS4A ve KRAS4B olmak üzere iki izomere sahiptir 

(Cao vd. 2020). G12 veya G13'ün genetik değişimi, arginin residue sı hidroliz geçiş durumunun 

stabilitesini yok eder. KRAS mutasyonlarının dağılımı, farklı insan kanserlerinde değişiklik 

gösterir; LUAD' ın %41'inde KRAS (G12C) mutasyonu bulunurken, Şekil 3’de gösterildiği gibi 

KRAS (G12D) ve KRAS (G12V), CRC ve PDAC'de en yaygın iki alleldir (Erlanson ve Webster 

2021). Özellikle, G12R gibi diğer KRAS alelleri PDAC'de sınırlıdır. Aslında, tümör tipi KRAS 

mutasyonları tarafından yönlendirilse de, kodonları ve mutasyonların sıklığı doku tipine göre 

değişir (Thein, Biter, ve Hong 2021). 

KRAS inhibitörlerinin bazen GDP (guanozin difosfat) bağlı halini, bazen de GTP (guanozin 

trifosfat) bağlı halini hedeflemesinin nedeni, KRAS proteininin aktivasyon mekanizmasından 

kaynaklanmaktadır. GDP bağlı halini hedefleyen inhibitörler, KRAS 'in inaktif formunu 

stabilize ederek KRAS' in aktif hale geçmesini önler. Böylece, aşırı hücresel sinyallemeye bağlı 

kanser hücre büyümesi ve bölünmesi engellenir (Boudhraa vd. 2020). Diğer yandan, GTP bağlı 

halini hedefleyen inhibitörler ise KRAS 'in aktif formunu stabilize ederek KRAS 'in sürekli 

olarak aktif olmasını engeller. Bu da aşırı hücresel sinyallemeyi ve kanser hücrelerinin anormal 

büyümesini kontrol altına almayı hedefler (Donaldson ve Klausner 1994). KRAS inhibitörleri 
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hem GDP bağlı halini hedefleyerek KRAS 'in inaktif halini stabilize etmeyi hem de GTP bağlı 

halini hedefleyerek KRAS' in aktif halini kontrol etmeyi amaçlar. Bu şekilde, KRAS proteininin 

hem aktif hem de inaktif hallerindeki dengesizlikleri düzelterek kanser hücrelerinin kontrolünü 

sağlamayı hedefler (Taylor 2007). Bu tez kapsamında GDP bağlı inaktif G12D ve aktif GCP ve 

GNP (analog GTP) bağlı aktif KRAS yapıları incelenmiştir. 

 

   

    Şekil 3 İnsan kanserinde KRAS mutasyonlarının (a) türleri ve (b) oranı (Zhu vd.2022) 

 

Tanımlanan ilk onkogenlerden biri olmasına rağmen, KRAS proteininin klinik olarak yararlı 

inhibitörlerini belirlemek için 30 yıllık çaba başarısız olmuştur (Holderfield 2018).  KRAS'ın 

iki özelliği, bir ilaç hedefi olarak izlenebilirliğini güçleştirir: 

 (1) KRAS, GDP ve GTP'ye pikomolar afinite ile bağlanır, nükleotid rekabetçi inhibitörler 

geliştirme çabalarını ciddi şekilde engeller  
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(2) KRAS proteini, diğer derin yüzey hidrofobiklerinden yoksundur. Cepler, yüksek afiniteli 

allosterik inhibitörleri belirleme çabalarını engeller (Cox vd.2015). İlaç geliştirme çabaları 

başarısızlıklarıyla gölgelenen ve KRAS'ın doğrudan hedef alınmasına yönelik azalan ilgi ile bir 

dönemi kapatan; yeni, gelişen teknolojiler ve stratejilerle beraber hedefin yeniden canlanmasına 

tanık oluyoruz (Papke ve Der. 2017). 

 

 

      Şekil 4 KRAS yapısındaki işlevsel bölgeler (a) KRAS G alanı (b) KRAS 5 alfa ve 6 beta 

sarmalı yapısı (Pantsar 2020). 

 

KRAS 'ın 1-166 residue larında (Şekil4a) oluşan G alanı, GTPaz proteinlerinin biyolojik 

işlevselliğinin temelini oluşturur (Pantsar 2020). Bu alan, protein çekirdeğini oluşturan ve beş 

alfa sarmalıyla çevrili altı beta sarmalını kapsar (Şekil4b) (Wittinghofer ve Vetter 2011). Tüm 

4a ve 4b deki seçili yapısal bölgeler aşağıdaki renk şemasıyla vurgulanmıştır: P-döngüsü 

(residue 10–14), turuncu; anahtar-I (residue 30–40), kırmızı; anahtar-II (residue 58–72), mavi; 

HVR (residue 167–188), yeşil. G alanına ek olarak KRAS, RAS'ı zara tutturmada çok önemli 

bir rol oynayan hiper değişken bölge (HVR) olarak adlandırılan esnek bir C-terminal yapısal 

elemanına sahiptir  (Hancock, vd 1990). KRAS'ın diğer önemli işlevsel öğeleri, anahtar-I ve 

anahtar-II olarak adlandırılan anahtar bölgeleridir (Abraham vd. 2010). Bu anahtarlar, efektör 

proteinlerin yanı sıra RAS düzenleyicileri (GAP'ler ve GEF'ler) için bağlanma arayüzünü 

oluşturur (Muratçıoğlu ve Acuner 2019). Anahtar-I için residue 30-40'ın, anahtar-II için residue 

58-76'nin ve P-döngüsü için residue 10-14 tür (Wittinghofer ve Vetter 2011). 
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    Şekil 5 RAS yapısının 2B ve 3B gösterimi (a) Fizyolojik bağlanma alanları. (b) Belirtilen 
mutasyonel sıcak noktalar G12, G13 ve Q61 ile önemli yapısal alanlar (anahtar bölgeleri ve  
loblar, PDB: 4DST).  

 

Ras'taki çoğu onkojenik mutasyon, HRAS, KRAS ve NRAS arasında korunan bir bölgede 

bulunan G12, G13 ve Q61 residue larında meydana gelir (Şekil 5a). (Maurer vd. 2012) Bunlar, 

ilk 85 amino asidi içeren ve farklı RAS izoformları arasında tam sekans özdeşliği olan bir bölge 

olan efektör lob içinde meydana gelir. Anahtar etkileşim bölgelerinin çoğu, nükleotit ve efektör 

etkileşim bölgelerinin yanı sıra efektör etkileşimlerine aracılık eden geçiş bölgeleri dahil olmak 

üzere efektör lob içinde meydana gelir (Şekil 5b) (Taveras vd. 1997). Sonraki 80 amino asitte 

(allosterik lob) %90 benzerlik vardır. Önemli sekans farklılıkları, proteinin aşırı değişken bölge 

olarak bilinen C terminal ucunda meydana gelir (Schubbert, Shannon, ve Bollag 2007). Bu, 

çeviri sonrası modifikasyonların meydana geldiği ve zar hedefleme dizilerinin bulunduğu 

bölgedir. Ras'ın doğrudan farmakolojik hedeflemesine yönelik ilk girişimler, farnesilasyon da 

dahil olmak üzere bu translasyon sonrası modifikasyonların inhibe edilmesi etrafında 

toplanmıştır. Bununla birlikte, daha yeni girişimler, daha sonra tartışılacağı gibi, efektör lobu 

ve bunun içindeki yapıları daha iyi terapötik hedefler olarak kabul etmiştir (Milburn vd. 1990). 
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1.1.2. G12D Mutasyonu ve Güncel İlaç Durumu   
 

İndüklenen anahtar II cebini işgal eden geri dönüşümsüz KRASG12C inhibitörlerinin 

tanımlanması ve müteakip klinik başarısı çok önemli bir buluş olmuştur (Fell vd. 2020). 

Bununla birlikte, bunların inhibe edici aktivitesi, mutant Cys12 ile kararlı bir kovalent bağ 

oluşturan reaktif bir savaş başlığına dayanır (Lanman vd.2020). Tersine, KRAS mutant 

tümörleri arasında en yaygın mutasyon (%33) olan KRASG12D, son denemelerde kanıtlandığı 

gibi anahtar II cebine bitişik bir reaktif residue dan yoksundur ve bu nedenle seçici inhibitörlerin 

tanımlanmasına yönelik yeni bir yaklaşım gerektirir (Wang vd. 2021). 

En yaygın onkojenik KRAS mutasyonu olan KRASG12D, solid tümörlerin tedavisi için ümit 

verici bir hedeftir (Upadhyaya vd. 2015). Bununla birlikte, KRASG12C ile karşılaştırıldığında, 

KRASG12D'nin seçici inhibisyonu, inhibitörlerin KRASG12D'yi mutant KRAS proteini ile 

kovalent etkileşimlere olan ihtiyacı ortadan kaldırmak için yeterince yüksek afinite ile bağlama 

gerekliliği nedeniyle önemli bir zorluk teşkil eder (Sogabe vd. 2017). Burada, kapsamlı bir yapı 

tabanlı aktivite iyileştirmesiyle keşfedilen ve bir KRASG12D mutant fare tümör modelinde 

etkili olduğu gösterilen ilk kovalent olmayan, güçlü ve seçici KRASG12D inhibitörü 

MRTX1133 dir (Sakamoto, Masutani, ve Hirokawa 2020) (Şekil 7 ve 8).     
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     Şekil 6 KRAS a) G12C Kovalent ve b) G12D Non-kovalent Mutant 12.residue Yan  
Zincirleri Karşılaştırmalı Görselleri 
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             Şekil 7 MRTX inhibitörünün 2D ve 3D yapıları (Wang vd.2021) (PDB 7RPZ) 

 

 

 

            Şekil 8 Yeni KRAS G12D inhibitörlerinin kimyasal yapıları (Bannaura vd 2022) 

 

Yeni KRAS inhibitörleri, MRTX1133, TH-Z827, THZ835 ve KD-8 (Bannoura, vd. 2022) 

(Şekil 8), mutant KRAS G12D'ye spesifik ve kovalent olmayan bir şekilde bağlanarak 

mutasyona uğramış hücrelerde proliferasyonu inhibe eder (Karnoub ve Weinberg 2008). Bu 

ajanlar şu anda preklinik geliştirme aşamasındadır ve daha fazla klinik geliştirmeyle ilgili 

ayrıntılar şu anda bilinmemektedir (Castellano vd. 2013). 
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 1.2 Sanal Tarama ile İnhibitör Keşfi 

 

 1.2.1 Moleküler Kenetlenme ve Sanal Tarama 
 

Moleküler kenetlenme teknikleri, bir ligandın bir makromoleküler ortağa en iyi uyan bağlanma 

modunu tahmin etmeyi amaçlar (burada sadece proteinler dikkate alınır (Huang ve Zou, 2010). 

Proteinin ligand bağlama bölgesi içinde olası konformasyonların, bir dizi pozlarının 

üretilmesiyle oluşur. (Ripphausen vd. 2011; Zhu vd. 2013). Bu nedenle deneysel olarak 

çözülmüş bir yapı veya hesaplama teknikleriyle üretilen bir veridir (Salmaso, 2018).  

Sanal tarama, son yıllarda ilaç keşif sürecinin ayrılmaz bir parçası haline geldi (Stahl vd. 2006). 

Sanal bir ekranın ana amacı, benzersiz bir farmakolojik profil sağlayan yeni kimyasal yapıya 

sahip isabetler bulmaktır (Muegge ve Oloff 2006). Virtual Screening VS teknolojilerinin 

kullanımı, doğal ürünlerden biyoaktif moleküllerin tanımlanmasına da yardımcı olmuştur 

(Rollinger, 2006). 

 

 

                                          

 

 

                           Şekil 9 Sanal Tarama yöntemi iş akışı (Bender vd. 2022) 
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Biyofiziksel analizler kullanarak kimyasal kitaplıkların taranması, kimyasal biyoloji ve ilaç 

keşfi için yeni kemo tipleri keşfetmek için uzun süredir baskın yaklaşım olmuştur (Bender vd. 

2021). Sanal tarama hazırlığında iki önemli unsura dikkat edilmelidir, bunlardan biri 

belirlenmiş yapı ve veri tabanı seçimidir (Grygorenko vd. 2020). Önce hedef yapı, kenetlenme 

için uygun hale getirilmeli ve hedef bağlanma bölgesi kontrol hesaplamaları ile optimize 

edilmelidir (Trott ve Olson 2010). Son olarak, bir sanal ekranın gerçek başarısı, kenetlenme 

isabetlerinin deneysel olarak doğrulanması olduğundan, ilk in vitro sonuçları doğrulamak için 

bir dizi kontrol deneyi de öneriyoruz (Bandyopadhyay vd. 2020). 

 

1.2.2 Hedef Molekül Hazırlığı için Moleküler Dinamik Simulasyon 

 

Moleküler Dinamik Simulasyon (MDS) yöntemi,  biyolojik moleküllerin özellikleri ve 

işlevlerini incelemek için verimli ve kullanışlı bir analitik araçtır (Yan vd. 2023). MDS, klasik 

mekanik kavramını atomik ve moleküler sistemlere uygulama yöntemidir (Thompson vd. 

2022). Klasik mekaniğe göre sistemin toplam enerjisi, atomların konumu, bağlanma modu, 

potansiyel fonksiyonu ve atomların hızından hesaplanır (Zhai vd.2016). Daha sonra atomun 

kuvvet alanındaki potansiyel enerji gradyanı toplam enerjiden hesaplanır (Huang vd. 1995). Bir 

atoma etki eden kuvvetler, atomun konumundaki potansiyel gradyanın negatif değerine eşittir 

(Van Der Spoel vd. 2005). Atomun hareketinin davranışı, kuvvet alanındaki her bir atom 

üzerindeki kuvvetler hesaplandıktan sonra Newton'un ikinci yasasına göre uyarlayabilir (Pronk 

vd. 2013; Abraham vd. 2015).  

Deneysel yapının enerji minimizasyonu ve MDS uygulanması ilaca bağlanma potansiyeli olan 

uygun konformasyonların yakalanması adına önemli bir adımdır (Sinehbaghizadeh vd. 2023). 

PDB’den alınan deneysel yapı bu amaçla MDS ile incelenerek ara yapılar seçilir (Xu vd. 2019). 

Sanal tarama yapılmak üzere seçilen hedef molekülün en uygun yapısının seçilmesi ve hazırlığı 

için moleküler dinamik simulasyon (MDS) aşağıdaki adımları içerebilir: 

 Başlangıç Yapısının Hazırlanması: MDS için kullanılacak başlangıç yapısı, molekülün 

3D koordinatlarından oluşur (Waldron, Lauricella ve English 2016).  

 Atomistik Modelleme: Hedef molekülünün atomik seviyedeki etkileşimlerini 

tanımlamak için kuvvet alanı parametreleri belirlenir. Kuvvet alanı, molekülün 

kimyasal bağları, bağ açıları, dönme açıları, elektrik yükleri ve diğer etkileşimler gibi 
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faktörleri içerir, moleküldeki atomların enerjisini ve hareketini hesaplamak için 

kullanılır (Duay vd. 2023). 

 Simülasyon Parametrelerinin Belirlenmesi: MDS için gerekli olan simülasyon 

parametreleri belirlenir. Bu parametreler arasında sıcaklık, basınç, süre ve integrasyon 

adımları gibi faktörler bulunu, bu parametreler optimize edilmelidir (Adedeji vd. 2022). 

 Simülasyonun Yürütülmesi: Belirlenen parametrelerle moleküler dinamik simülasyonu 

yürütmek için uygun bir yazılım kullanılır. Simülasyon boyunca, molekülün atomları 

arasındaki etkileşimler ve hareketleri zamanla izlenir (Barredo ve Balanay 2023). 

Simülasyon süresi, molekülün dinamik davranışını anlamak ve hedeflenen özelliklerini 

incelemek için yeterli olmalıdır (Kohnke, Kutzner ve Grubmuller 2021). 

 Sonuçların Analizi: Simülasyon sonucunda elde edilen veriler analiz edilir. Bu analizler 

arasında molekülün enerji profili, konformasyonel değişimler, protein-ligand 

etkileşimleri, stabilite ölçütleri ve diğer özelliklerin incelenmesi yer alır 

Sinehbaghizadeh vd. 2023). Bu analizler, hedef molekülünün yapısını ve fonksiyonunu 

daha iyi anlamak için önemlidir (Barredo ve Balanay 2023). 

En sık tercih edilen MD simülasyon programları GROMACS ve NAMD programlarıdır (Van 

Der Spoel vd. 2005). Bu tez çalışmasında da kullanılan GROMACS, Hamilton mekaniği, 

Langevin ve Brown dinamikleri gibi stokastik dinamikler (SD) ve enerji minimizasyonu (EM) 

sağlayan biyomoleküllerin dinamik simülasyonu için kullanılan açık kaynak bir programdır 

(Abraham vd. 2015). 

 

1.2.3 İnhibitör Seti Hazırlama 

 

Sanal taramayı kolaylaştırmak için ek bir önemli adım, ilgili proteinin optimizasyonunu ve 

entegrasyon için hedefe bağlandığı bilinen uygun ligandların seçimini içerir. Ligandların 

seçimi, amaçlanan hedeflere bağlı olmalıdır (Daina ve Zoete 2019). Ligandlar, protein-ligand 

komplekslerinin PDB veri tabanından ve ayrıca ZINC ve/veya PubChem gibi çeşitli ligand 

depolarını barındıran veri tabanlarından ekstraksiyonu yoluyla elde edilebilir. Ek olarak, 

Chemsketch aracı kullanılarak modellenebilirler (Gaulton vd. 2012). ZINC, biyolojik hedefleri 

için kimyasal madde arayan araştırmacılar için bir araştırma aracıdır. Tanıtılan moleküllerin 

özgüllüğünü sağlamak için, seçimi daraltmak amacıyla genellikle filtreler kullanılır (Irwin vd. 

2012). Filtreler, net yük, moleküler ağırlık, polar yüzey alanı, çözünürlük, benzerlik eşikleri, 
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farmakoforlar gibi çeşitli kriterlerin yanı sıra absorpsiyon, dağılım ve toksikolojik özellikleri 

kapsayabilir (Ghosh vd. 2006). Yaygın olarak kullanılan ligand filtreleme yaklaşımları arasında 

Lipinski (Kural 5) testi öne çıkmaktadır. Lipinski testi, moleküler ağırlık <500, LogP (Lipoflite) 

< 5, hidrojenik bağ alıcılığı <10 ve hidrojenik bağ vericisi <5 gibi parametreleri kullanarak 

kitaplık filtrelemeye izin verir (Chen vd. 2016). Araştırma konusu için Lipinski kuralına göre 

filtrelenen moleküllerin özgüllüğünü artırmak ve kütüphane tarama sürecini hızlandırmak için 

alternatif bir strateji, moleküler parmak izi tekniklerinin uygulanmasını içerir  (Salentin vd. 

2014). Moleküler parmak izleri, küçük moleküllerin özelliklerini kodlar ve bit dizisi 

karşılaştırmalarını kullanarak benzerliklerinin hesaplamalı değerlendirmesini sağlar (Sastry vd. 

2013). Benzer yapılara sahip moleküller genellikle benzer biyolojik aktiviteler sergiler. 

Moleküler parmak izi yöntemleri kullanılarak, aynı hedefe karşı benzer biyolojik aktivite 

gösterme olasılığı daha yüksek olan ek bileşiklerin tanımlanması mümkün hale gelir (Cereto-

Massagué vd. 2015). Bu yaklaşım, Open Babel, RDKit veya KNIME gibi yazılım araçları 

kullanılarak yürütülebilir. Open Babel, moleküllerin farklı dosya formatları arasında 

dönüştürülmesi, moleküler mesafelerin veya benzerliklerin hesaplanması ve enerji 

minimizasyonu dahil olmak üzere bir dizi kemi informatik görevi gerçekleştirme yeteneğine 

sahip çok yönlü bir programdır (O’Boyle vd. 2011). RDKit, kimyasal verilerin okunmasını ve 

yazılmasını, moleküler ağırlık ve polar yüzey alanı gibi kimyasal özelliklerin ölçülmesini, 

kimyasalların farklı izomerlerinin üretilmesini ve daha fazlasını kolaylaştırır (Muegge 

vd.2016). Hesaplamalı kimya için tasarlanmış açık kaynaklı bir yazılım paketidir. KNIME, 

kimyasal verilerin analizi için birden çok yazılım aracını entegre eden; veri alma, işleme, yazma 

ve analiz gibi çeşitli işlevleri kapsayan açık kaynaklı bir platformdur. İçerdiği araç setine RDKit 

paketleri, OpenBabel, LigandScout ve Pharmacelera dahildir (Berthold vd. 2008). 

KRAS, kanser için iyi belgelenmiş bir terapötik hedeftir, yaşamı tehdit eden çeşitli 

malignitelerde yaygın olarak görülür (Hakeem 2023). İlaç keşfi ve klinik öncesi araştırmalarda, 

virtual screening zaman, maliyet ve kaynak gereksinimlerini önemli ölçüde azaltmak için 

potansiyel olarak etkili bir araçtır (Liu vd.2021). Taramanın birincil amacı, en umut verici 

biyolojik aktiviteye sahip yeni isabetleri belirlemek için kimyasal bileşik veri tabanlarını 

araştırmaktır (Fathima vd. 2018). Hazırlanan ZINC20 kütüphanesini KRAS aktif sitesine karşı 

taramak için kullandık. Bunu takiben, daha düşük bağlanma enerjisi değerlerine dayalı olarak 

en kararlı kompleksi belirlemek için kapsamlı bir etkileşim analizi ve görsel inceleme 

gerçekleştirdik. 
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                                                                 BÖLÜM II 

 

                                     MATERYAL VE METOT 
 

 

2.1 KRAS inhibitörleri için güncel bilgilerin eldesi 

Güncel KRAS proteinlerine ait yapı verileri, UniProt veri tabanından elde edildi.  Çalışmamızda 

UniProt uygulamasında insan KRAS proteinleri filtrelendi, öncelikle klinik faz araştırmaları 

başarıyla tamamlanmış ilaçlar incelendi. Bu ilaçlarla ilgili bilgiler toplandı ve yapı olarak 223 

adet PDB kodu içeren yapılarımızı içeren bir Microsoft Office Excel dosyası oluşturuldu. Excel 

dosyasının formatı şu şekildedir: Her yapının PDB kodu, deneysel yöntemi, çözünürlük değeri, 

zincir bilgileri, pozisyonları, ligand isimleri ve kimlikleri, ilgili makalenin linkleri yer 

almaktadır. Ayrıca, yapının mutant veya mutant olmayan olup olmadığına ve eğer mutasyon 

içeriyorsa mutasyon adına göre ayrımlar yapıldı. Doğal partner veya inhibitör içerip 

içermediğine bağlı olarak yapılar kategorilere ayrıldı. Dosyanın içerdiği veriler farklı Excel 

sayfalarında kodonlarda mutasyon bulunan yapılar ve sadece GDP veya GTP ile türevleri 

bulunan PDB yapılarına göre ayrıldı. Sonuç olarak, KRAS G12A, G12C, G12D, G12V, G13D 

ve diğer mutasyonları barındıran yapılar için ayrı excel sayfaları ve tablolar oluşturuldu. Bu 

tablolarda PDB kodu, içerdikleri nükleotid türü, doğal partner ve inhibitör bilgileri (varsa) yer 

almaktadır. 

 

2.2 Sanal Tarama 

 

2.2.1 Moleküler Dinamik Simülasyon ile hedef hazırlığı 

 

Kenetlenme çalışmalarını gerçekleştirmek için kullanılacak reseptörün doğal (fizyolojik 

koşullardaki) yapısını elde etmek için 7RPZ kodlu PDB yapısı GROMACS üzerinden MD 

simülasyona tabi tutuldu. İlk olarak 7RPZ PDB koduna sahip yapıdan su molekülleri ve MRTX-

1133 inhibitörü çıkarıldı. CHARMM36 kuvvet alanı seçildi ve 7RPZ_processed.gro, topol.top, 

posre.itp dosyaları elde edildi. Proteinin yerleştirileceği kutu için kübik kutu tercih edildi ve 

kutu solvatlandı. Sonrasın proteini yüksüz duruma getirmek için iyonlar eklendi. Enerji 



17 
 

minimizasyonu da gerçekleştirildikten sonra sıcaklık ve basınç dengelemesi yapıldı. MD süreci 

için 200 ns’lik simülasyon süresi belirlendi. Bu süreç için md.mdp dosyasında adım boyutu (dt) 

0.002 (2 fs) olarak, toplam adım (nsteps) ise 100000000 (200000 ps, 200 ns olarak) olarak 

belirlendi ve simülasyon gerçekleştirildi.  

Simülasyon sonucunda kenetlenme yapılacak yapıyı elde etmek için yörünge ve gro dosyaları 

kullanılarak (md_0_1_noPBC.xtc ve md_0_1.gro) 125’inci nano saniyeden yapı kordinatları 

alındı ve pdb dosya formatında kaydedildi. Bu işlem için GROMACS’ın kendi içerisinde yer 

alan “gmx trjconv” fonksiyonu kullanıldı. Son olarak elde edilen pdb yapısı pdbqt formatına 

dönüştürüldü. 

 

2.2.2 İnhibitör hazırlığı 

Çeşitli hedef proteinlerinin ve kenetlenme programlarının çalışmalarını içeren kapsamlı bir 

araştırma yapıldı ve bu çalışmalar kapsamında günümüze kadar K-Ras hedefli sanal tarama 

çalışmaları incelendi. İnceleme sonrası kenetlenecek olan moleküller için ZINC20 veri 

tabanının kullanılmasına karar verildi. ZINC20 veri tabanının Tranches bölümünde filtreleme 

için; 3 boyutlu, Reactivity kısmında Standart, Purchasability kısmında In-Stock, pH kısmında 

Reference, Charge kısmında -2 (L), -1 (M), 0 (N), +1 (O), +2 (P) seçenekleri seçildi. Moleküller 

sdf formatında ve wget metoduyla indirildi. İndirilen dosyanın içerisinde bulunan .gz uzantılı 

dosyalar ayıklandı. Elde edilen sdf dosyaları tek bir sdf dosyasında obabel -i sdf -o sdf -O 

toplu.sdf kodu kullanılarak birleştirildi. Moleküller arasında eleme ve filtreleme yapılması için 

KNIME programı tercih edildi. KNIME programında toplu sdf dosyası önce SDF Reader 

aracına yüklendi. Daha sonrasında SDF Reader aracı Lipinski Rule of Five aracına bağlandı ve 

moleküllere Lipinski kuralı uygulandı. Row Filter aracı ile Lipinski sonuçlarının bulunduğu 

satırlar filtrelendi ve 0-5 değerleri arasında değer alabilen moleküller arasından 0 yani 

Lipinski’nin 5 kuralına da uygun olan moleküller seçildi. Column Filter düğümü kullanılarak 

Lipinski değerlerinin bulunduğu kolon çıkarıldı ve molekül bilgilerinin bulunduğu kolon elde 

edildi. Lipinski kuralı ile elenen moleküller SDF Writer düğümü ile birlikte sdf formatında 

dışarı aktarıldı. Kurala uyan moleküller Fingerprint düğümüne aktarıldı. Default (bit vektör) 

seçeneği ile moleküllerin parmak izleri çıkartıldı. Bu moleküller 3 boyutlu benzerlik arayışı için 

3D-D Similarity düğümü ile parmak izi karşılaştırmasına tabi tutuldu. Bu karşılaştırma 

sürecinde 2 ayrı setten gelen veriler kullanıldı. Bu verilerden ilki Lipinski kuralı uygulanan veri 

seti iken diğer veri setimiz ise pozitif kontrol olarak belirlenen MRTX-1133, TH-Z827 ve TH-
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Z835 moleküllerinin parmak izi verileriydi. Pozitif kontrolde kullanılan moleküllerin parmak 

izi verileri içinde aynı şekilde SDF Reader düğümünde başlayıp Fingerprint düğümüne giden 

akış kullanıldı. 3D-D Similarity düğümünden elde edilen veriler daha sonrasında Row Filter 

düğümü ile birlikte TH-Z827 ve TH-Z835 moleküllerinde 0.9, MRTX-1133 molekülü için 0.85 

olarak belirlenen eşik değerine göre filtrelendi. Filtrelenen moleküller sonrasında Row Filter ve 

Column Filter düğümlerine aktarılarak, moleküllerin bilgilerinin bulunduğu kolonlar SDF 

Writer düğümü kullanılarak sdf formatında elde edildi. 

 

 

                                 Şekil 10 Sanal Tarama KNIME İş Akışı Şeması 
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 KNIME programında gerçekleştirilen işlemler Şekil 10’da bulunmaktadır. Moleküllerin 

bulunduğu sdf dosyası Open Babel ile obabel ligands/*.sdf -O ligands_converted.pdbqt komutu 

kullanılarak pdbqt formatına dönüştürüldü. 

 

2.2.3 Moleküler Kenetlenme 

 

Kenetlenme işlemi için AutoDock Vina yazılımı tercih edildi. MD simülasyon sonunda elde 

edilen reseptörün bağlanma bölgesini belirlemek için Chimera programında kutu hazırlığı 

gerçekleştirildi. Hazırlık sonucunda x merkezi = 38.9205, y merkezi = 27.5783, z merkezi = 

28.1771 ve x büyüklük = 29.4285, y büyüklük = 23.5747, z büyüklük = 21.1543 olarak 

belirlendi. AutoDock Vina programıyla molekül kütüphanesindeki ligandların hedef proteine 

kenetlenmesi için herkese açık bir komut dosyası kullanıldı. Dosyanın içeriği şu şekildedir; 

vina=/usr/bin/vina 

if (( $# != 5 )); then 

                   echo &quot;Usage: ./dock.sh vina.conf receptor.pdbqt ligs_pdbqt_folder 
out_folder log_folder&quot; 

exit 1 

fi 

conf=$1 # vina configuration file 

rec=$2 # receptor file 

pdbqt_folder=$3 # folder containing all ligands 

out_folder=$4 # folder for docking results 

log_folder=$5 # docking for docking logs 

for lig in `ls $pdbqt_folder/*.pdbqt` 

do 

echo “ docking”$f”…” 

ligname=’basename $ lig cut -d. -fl 

out=$out_folder/$ligname “.out” 

log=$log_folder/$ligname “.log” 

$vina—cogfig $conf—receptor$rec—ligand$lig—out$out—log$log 

done 
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Burada receptor.pdbqt dosyası MD simülasyonu sonucunda elde edilen ve kenetlenme için 

hazırlanmış hedef proteindir. ligs_pdbqt_folder dosyasında ise kontrol molekülleri ile beraber 

sanal tarama sonucu elde edilen toplam 122 molekül bulunmaktadır. vina.conf dosyası 

konfigürasyon dosyası olup bu dosyaya hazırlanan kutunun bilgileri girildi ve bağlanma 

taraması kapsama değeri 8, enerji aralığı -3 ve pozlama sayısı 9 olarak belirlendi. Sanal tarama 

aşaması sonucunda belirlenen moleküller ve kontrol molekülleri ile oluşturulan ligand 

kütüphanesine kenetlenme işlemi uygulandı ve her bir ligand için out ve log dosyaları elde 

edildi. 

 

BÖLÜM III 

                                    3.   BULGULAR VE TARTIŞMA 
 

BULGULAR 
 

 

3.1 KRAS Mutantları için güncel bilgiler 

 

Literatür taraması sonucunda, toplamda 224 adet KRAS yapısı bulunmuştur, bunlardan 223 

tanesi PDB formatında, 1 tanesi ise AlphaFold yapısıdır. GDP nükleotidi sadece içeren yapılar 

43 adetken, GTP ve analogları sadece içeren yapılar ise 37 adettir. KRASG12A mutasyonuna 

sahip olan yapılardan 5 adet mevcuttur, KRASG12C mutasyonuna sahip olan yapılardan ise 52 

adet bulunmaktadır (Tablo 1). Ayrıca, KRASG12D mutasyonuna sahip 37 yapı, KRASG12V 

mutasyonuna sahip 13 yapı, KRASG13D mutasyonuna sahip 5 yapı ve diğer mutasyonları 

içeren toplamda 37 yapı mevcuttur. 

Bu tez çalışması kapsamında sadece G12D mutasyonuna ait yapılar incelenmiştir. Bu yapılar 

arasında hem GDP hem inhibitör bulunduran yapılar 13 adettir (Şekil 10). Yapısında hem GTP 

ve analogları hem inhibitörleri bulunduran yapılar 8 adettir (Şekil 11 ve Şekil 12). Bağlanma 

bölgeleri residue ları Anahtar I için Asp30–Tyr40 (Asparajin L-Tyrosine) ve anahtar II için 

Thr58–Met72 (Treonin ve Metionin) dir. 
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              Tablo1 G12D inaktif (GDP bağlı) ve aktif (GNP/GCP) bağlı) yapılar 

 

Mutasyon 

Türü 

 

Nükleotit 
 

Bağlı Yapı 
 

PDB Kodu 

    G12D 

         GDP        İnhibitör 
5XCO,6ZL5,7ACQ,7EW9,7EWA,7EWB, 

7RPZ,7RT1,7RT2,7RT3,7RT4,7RT5,7T47 

GTP 

Analogları 
       İnhibitör 

5UFQ,6WGN,5OCG,7ROV,6GJ5,6GJ7, 

6GJ8,7ACA 

      

      

Şekil 11 KRASG12D Mutasyonuna Ait Yapısında GDP Bulunduran ve İnhibitör Bağlı 

Yapılar. KRAS yapısı, GDP nükleoitidi ve magnezyum iyonu (mavi ve yeşil küreler) 7T47 

PDB koduna sahip yapıya aittir. KRAS’a bağlı yapılar inhibitörler (5XCO, 6ZL5, 7ACQ, 

7EW9, 7EWA, 7EWB, 7RPZ, 7RT1, 7RT2, 7RT3, 7RT4, 7RT5, 7T47). Şekilde bağlanma 

bölgeleri sırasıyla P-loob, anahtar I, anahtar II, efektör lop, allestorik lob renklendirilerek 
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gösterilmiştir. KRAS G12D GDP bağlı yapı inhibitörlerinin hedef bölge bilgileri Tablo 2 de 

belirtilmiştir. Gözlemlerimiz sonucu küçük ligantlar genellikle p-loob, anahtar I ve allosterik 

bölgelerine bağlı olduğunu görebiliyoruz. Ortak ve en çok bulunan residueların G13, G15, D30 

ve N116 olduğu gözlemlenmektedir. KRAS genindeki Glisin 13 ve 15 residüsü, Aspartik asidi 

D 30 ve Asparagin'i N116 KRAS proteininin aktivasyon sürecinde önemli bir role sahiptir. 

KRAS proteininin normal işlevi, hücre sinyal iletiminde yer almak ve hücre büyümesi ile 

bölünmesini düzenlemektir. Aktive olmayan (GDP bağlı) KRAS proteininin, hücresel sinyal 

iletiminde önemli bir noktada kalmasını sağlar. Aktivasyon, GDP'nin yerine GTP'nin 

bağlanmasıyla gerçekleşir ve bu durumda KRAS proteininin hücresel sinyal iletiminde aktif bir 

rol oynaması sağlanır.  

 

Tablo 2 KRAS G12D mutasyonuna ait yapısında GDP bulunduran ve inhibitör bağlı 

yapıların residue adı, numarası ve bağlı olduğu bölge  

 

 
 
 Ligand  
 PDB ID  

                                    KRAS GDP bağlı inhibitörlerin residue adı, numarası 
                                                         ve bağlı olduğu bölge  

            P‐loob  anahtar I  anahtar II 
 

   efektör lob 
 

        allosterik  lob 
 

   
   5XCO 

 G 13 
 G 15 
K 16 
S 17 
A 18 

 
V 29 
D 30 
T 35 

 
 
          ‐ 

 
 
            ‐ 

N 116 
K 117 
D 119 
A 146 

    
   6ZL5 
 

G 15 
K 16 
S 17 
A 18 

 
D 30 

 
        ‐ 

 
         ‐ 

N 116 
D 119 
A 146 

  5OCG 

G 15 
K 16 
S 17 
A 18 

 
D 30 
 

 
        ‐ 

 
         ‐ 

 
N 116 
D 119 

  7EW9                 D 12  ‐          ‐           ‐  H 95 

  7EWA 

G 15 
K 16 
S 17 
A 18 

 
V 29 
D 30 

 
        ‐ 

 
         ‐ 

                  N 116 
D 119 
A 146 

  7EWB 

G 13 
G 15 
K 16 
S 17 
A 18 

 
V 29 
D 30 

 
 
       ‐ 

 
 
         ‐ 

N 116 
K 117 
D 119 
A 146 
K 147 

  7RPZ 

G 13 
G 15 
K 16 
S 17 
A 18 

 
 

D 30 

 

 
 
        ‐ 

 
 
          ‐ 

 
N 116 
D 119 
A 146 



23 
 

  7RT1 

G 13 
G 15 
K 16 
S 17 
A 18 

 
 

D 30 

 
 
        ‐ 

 
 
        ‐ 

 
N 116 
D 119 
A 146 
K 147 

  7RT2 

V 14 
G 15 
K 16 
S 17 
A 18 

 
V 29 
D 30 

 
 
        ‐ 

 
 
        ‐ 

 
N 116 
D 119 
A 146 

  7RT3 

G 13 
G 15 
K 16 
S 17 
A 18 

 
 

V 29 

 
 
        ‐ 

 
 
       ‐ 

 
N 116 
D 119 
A 146 

 

  7RT4 

G 13 
G 15 
K 16 
 S 17 
A 18 

 
 

D 30 

 
 
       ‐ 

 
 
       ‐ 

N 116 
K 117 
D 119 
A 146 
K 147 

  7RT5 

G 13 
G 15 
K 16 
S 17 
A 18 

 
 
‐ 

 
 
        ‐ 

 
 
       ‐ 

                  N 116 
                  D 119 
                  A 146 

 

Şekil 12 KRASG12D Mutasyonuna Ait Yapısında GNP (GTP analoğu) Bulunduran ve 

İnhibitör Bağlı Yapılar. KRAS yapısı, GNP nükleotidi ve yeşil küre magnezyum iyonu 5OCG 
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PDB koduna sahip yapıya aittir.  Kras’a bağlı yapılar inhibitörler (5UFQ, 6WGN, 5OCG) dir. 

Şekilde bağlanma bölgeleri sırasıyla P-loob, anahtar I, anahtar II, efektör lop, allestorik lob 

renklendirilerek gösterilmiştir. Kras G12D GNP bağlı yapı inhibitörlerinin hedef bölge bilgileri 

Tablo 3 de belirtilmiştir. 

    

Tablo 3 KRAS G12D mutasyonuna ait yapısında GNP (analog GTP) bulunduran ve 
inhibitör bağlı yapıların residue adı, numarası ve bağlı olduğu bölge 

 

 

 

 

 L൴gand  

 PDB ID  

                 KRAS GNP (analog GTP) bağlı ൴nh൴b൴törler൴n res൴due adı, numarası 

                                             ve bağlı olduğu bölge  

 

     P-loob    anahtar I    anahtar II 

 

   efektör lob 

 

alloster൴k  lob 

 

   

     

    5UFQ 

D 12 

G 15 

K 16 

S 17 

A 18 

 

 

V 29 

T 35 

 

       

      G 60 

           

 

 

           - 

N 116 

K 117 

D 119 

A 146 

    

 

   6WGN 

G 13 

G 15 

K 16 

S 17 

A 18 

 

 

V 29 

D 30 

 

 

 

     T 32 

         

 

 

         - 

 

N 116 

D 119 

A 146 

   

 

    5OCG 

V 14 

G 15 

K 16 

S 17 

A 18 

 

V 29 

D 30 

T 35 

 

 

   

     G 60 

         

 

 

         - 

 

N 116 

D 119 

A 146 
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Şekil 13 KRAS G12D Mutasyonuna Ait Yapısında GCP (GTP analoğu) Bulunduran ve 

İnhibitör Bağlı Yapılar. KRAS yapısı, GCP nükleoitidi ve yeşil küreli magnezyum iyonu 

7ACA PDB koduna sahip yapıya aittir. Kras’a bağlı yapılar inhibitörler (7ROV, 6GJ5, 6GJ7, 

6GJ8, 7ACA) dir. Şekilde bağlanma bölgeleri sırasıyla P-loob, anahtar I, anahtar II, efektör lop, 

allestorik lob renklendirilerek gösterilmiştir. Kras G12D GCP bağlı yapı inhibitörlerinin hedef 

bölge bilgileri Tablo 4 de belirtilmiştir. 
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   Tablo 4 KRAS G12D mutasyonuna ait yapısında GCP (analog GTP) bulunduran ve 

inhibitör bağlı yapıların residue adı, numarası ve bağlı olduğu bölge 

 

 L൴gand  

 PDB ID  

                 KRAS GCP (analog GTP) bağlı ൴nh൴b൴törler൴n res൴due adı, numarası 

                                             ve bağlı olduğu bölge  

P-loob  anahtar I anahtar II efektör lob alloster൴k lob 

   

      7ROV  

D 12 

G 15 

K 16 

S 17 

A 18 

  

   

            - 

 

 

          - 

 

 

            - 

N 116 

K 117 

D 119 

A 146 

K 147 

    

      6GJ5 

D 12 

G 13 

G 15 

K 16 

S 17 

A 18 

 

V 29 

D 30 

T 35 

 

 

G 60 

 

         - 

 

N 116 

D 119 

A 146 

    

 

      6GJ7 

A 12 

G 13 

G 15 

K 16 

S 17 

A 18 

 

V 29 

D 30 

T 35 

 

 

 

G 60 

 

         - 

 

 

N 116 

D 119 

A 146 

       

      6GJ8 

 

A 12 

 

G 37 

S 39 

 

- 

        

        - 

 

- 

        

     7ACA  

G 15 

K 16 

S 17 

A 18 

 

V 29 

D 30 

T 35 

 

 

G 60 

 

 

         - 

 

N 116 

D 119 

A 146 
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3.2 Sanal Tarama 

 

3.2.1. Hedef KRAS yapısı 

 

Moleküler dinamikler simülasyon, ligand-KRAS'ın stabilitesini değerlendirmek için 

kullanılmıştır. Yapılan 200 ns uzunluğundaki MDS RMSD sonucuna göre 125. 

ns’deki dengelenmiş yapı seçilmiştir. 

 

 

3.2.2 İnhibitör seti 

 

ZINC20 veri tabanında Tranches kısmında yapılan filtreleme sonucunda 11,854,078 

protomer indirildi. Dosyalar ayıklandıktan sonra 4.377 sdf dosyası ve bu sdf 

dosyalarının içerisinde de farklı sayılarda moleküller elde edildi.Hepsi Open Babel 

programı ile tek bir sdf dosyasında birleştirildikten sonra 11,427,531 molekül elde 

edildi.KNIME programında moleküller Lipinski’nin 5 kuralına tabi tutulduktan sonra 

ise toplamda 8,719,045 molekül elde edildi. Bu moleküller, pozitif kontrol 

molekülleriyle beraber 3D-D Similarity düğümüne tabi tutulduktan sonra; TH-Z827 
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molekülü ile 27, TH-Z835 molekülü ile 16 ve MRTX-1133 molekülü ile 75 adet 

molekül elde edildi. Sanal tarama aşaması sonunda 118 molekül, pozitif kontrol (3) 

MRTX-1133, TH-Z835, TH-Z827 ve negatif kontrol (1) DMSO molekülleri ile 

beraber toplamda 122 molekül kenetlenme aşaması için elde edildi. 

 

 

 

                                             Toplam 112 molekül eldesi 

 Şekil 14 Sanal Kütüphaneden İnhibitör Setinden Moleküler Kenetlenme 

Aşaması için Elde Edilen Moleküllerin Desicion Tree Gösterimi a) ZINC20 veri 

tabanında filtreleme sonucunda dosyalar indirildi.b) Dosyalar ayıklandıktan sonra sdf 

dosyası ve bu sdf dosyalarının içerisinde de farklı sayılarda moleküller elde edildi.c) 

Hepsi Open Babel programı ile tek bir sdf dosyasında birleştirildi.d) KNIME 

programında moleküller Lipinski’nin 5 kuralına tabi tutularak moleküller elendi.e) Bu 

moleküller, pozitif kontrol molekülleriyle beraber 3D-D Similarity düğümüne tabi 

tutularak, Sanal tarama aşaması sonunda 122 molekül kenetlenme aşaması için elde 

edildi. 
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3.2.3 Moleküler Kenetlenme 

 

AutoDock Vina ile 122 molekülün kenetlenmesi sonucunda pozitif kontrol olan 

MRTX-1133, TH-Z835 ve TH-Z827 inhibitörlerinin sırasıyla kenetlenme skorları -

7.0, -6.4 ve -7.1 kcal/mol olarak hesaplandı. Negatif kontrol olan DMSO molekülünün 

ise kenetlenme skoru -2.3 olarak hesaplandı. En iyi skoru veren molekül -8.4 skorla 

ZINC000008758797 koduna sahip moleküldür ve onu-8.0 ile-7.0 arasında skorlara 

sahip 11 tane molekül izlemektedir (Tablo 5). 11 tane molekülün bağlanma enerjisi-

7.0 ve üzerinde hesaplandı. En iyi bağlanma aktivitesi gösteren molekül 

ZINC000008758797 kodlu moleküldür. Pozitif kontrollerin bağlanma enerjileri; 

MRTX-1133, TH-Z835 ve TH-Z827 sırasıyla-7.0, -6.4 ve -7.1 olarak hesaplandı. 

Negatif kontrol olan DMSO molekülünün bağlanma enerjisi ise -2.3 olarak hesaplandı. 

Bu inhibitörlerin bağlandığı bölgeler Şekil 15,16,17,18 ve 19 da gösterilmiştir. 

Bu çalışmada, KRAS G12D mutasyonunu hedef alan bir inhibitör keşfedildi ve 

inhibitörün aktif bölgeye mutasyonlu yapıya spesifik olarak bağlanabilmesi için 

mutasyonlu yapıdaki spesifik yapısal değişiklikler hedeflendi. Yapımızı birde wild 

type durumundayken aynı pozitif MRTX-1133, TH-Z827 ve TH-Z835 ve negatif 

DMSO molekülleri ile moleküler kenetlenmeye tabi tutuldu. Wild type kenetlenme 

sonucunda 11 molekülde daha düşük bağlanma enerjisi ile bağlandığı gözlendi. 

Karşılaştırmalara bakılınca ZINC000033255156 ve ZINC000008583329 kodlu 

molekülün wild type bağlanma enerjisinin kötü bir skorla bağlandığı gözlendi. Bu 

İlaçların, inhibitörün mutant yapıda daha spesifik bir bağlanma gösterdiğini ve wild 

type yapıya bağlanma eğiliminde olmadığını ortaya koydu. Bu iki aday molekül diğer 

moleküllere göre daha seçici bir yapıda olduğunu görebiliyoruz. 
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                  Tablo 5 Yapı Kenetlenme Sonuçları (+ ve – kontrol molekülleri) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Mutant Yapı Kenetlenme 

Sonuçları 
Wild-Type Yapı 

Kenetlenme Sonuçları 

Molekül 
Bağlanma Enerjisi 

(kcal/mol) 
Bağlanma Enerjisi 

(kcal/mol) 

ZINC000008758797 -8.4 -7.1 

ZINC000015978598 -7.5 -7.2 

ZINC000033255156 -7.5 -5.9 

ZINC000002661800 -7.5 -6.2 

ZINC000008964674 -7.4 -7.4 

ZINC000014748320 -7.3 -7.1 

ZINC000036055096 -7.3 -6.8 

ZINC000023382313 -7.2 -6.8 

ZINC000008583329 -7.0 -5.8 

ZINC000002716560 -7.0 -6.7 

ZINC000036055093 -7.0 -6.7 

MRTX-1133 (+) -7.0 -7.6 

TH-Z835 (+) -6.4 -7.0 

TH-Z827 (+) -7.1 -6.9 

DMSO (-) -2.3 -2.1 
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Şekil 15 ZINC000008758797 molekülünün KRAS ile bağlanma bölgesi 
Kenetlenme sonrası elde edilen 11 molekül içerisinde en iyi skorlu -8.4 olan 
inhibitörün KRAS ile birleşiğinin 3D ve 2D boyutlu diyagramı 

 

 

Şekil 16 MRTX-1133 molekülünün KRAS ile bağlanma bölgesi pozitif 
kontrollerde kullanılan literatürdeki en iyi skorlu G12D inhibitörü MRTX-1133’in 
KRAS ile birleşiğinin 3D ve 2D lu diyagramı 

 



32 
 

 

Şekil 17 THZ-827 molekülünün KRAS ile bağlanma bölgesi pozitif kontrollerde 
kullanılan literatürdeki iyi skorlu G12D inhibitörü THZ-827’nin KRAS ile 
birleşiğinin 3D ve 2D lu diyagramı 

 

 

Şekil 18 THZ-835 molekülünün KRAS ile bağlanma bölgesi pozitif kontrollerde 
kullanılan literatürdeki iyi skorlu G12D inhibitörü THZ-835’in KRAS ile birleşiğinin 
3D ve 2D lu diyagramı 
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Şekil 19 DMSO molekülünün KRAS ile bağlanma bölgesi negatif kontrollerde 
kullanılan literatürdeki kötü skorlu G12D inhibitörü DMSO’nun KRAS ile 
birleşiğinin 3D ve 2D lu diyagramı 

 

 

 

 

Kenetlenme sonuçlarına göre, MRTX-1133 inhibitörü-7.0, TH-Z835 inhibitörü-6.4 ve 

TH-Z827 inhibitörü-7.1 kenetlenme skorlarına sahiptir. Toplamda 118 molekül 

üzerinde yapılan kenetlenme çalışmasında, pozitif kontrol molekülleriyle aynı veya 

daha iyi bağlanma enerjisine sahip olan 11 molekül tespit edildi. En iyi bağlanma 

skoru, ZINC000008758797 kodlu ilaç adayı molekülünde-8.4 olarak belirlendi. 

Molekülün K-Ras bağlanma bölgesiyle gerçekleştirdiği 2 boyutlu etkileşim analizinde, 

Glutamik asit, Tirozin, Glutamin, Metiyonin, Valin ve Arjinin amino asitleriyle 

etkileşim gözlendi (Şekil 15). ZINC000008758797 molekülünün pozitif kontrollerle 

karşılaştırıldığında daha çok H bağı yaptığı gözlemlenmiştir; bu da moleküler 

kenetlenme sonucu pozitif kontrollerden daha yüksek skorlu çıkan 

ZINC000008758797 molekülünün güvenirliğini bir kez daha göstermiştir. MRTX-

1133 inhibitörünün K-Ras bağlanma bölgesiyle gerçekleştirdiği etkileşim analizine 

bakıldığında ise Asparajin, Aspartik Asit ve Glutamik Asit amino asitlerinin 

bulunduğu görüldü (Şekil 16). TH-Z827 molekülünde Histidin, Tirozin, Aspartik Asit, 

Glutamik Asit, Metiyonin ve Arjinin amino asitleriyle etkileşim gözlendi (Şekil 17). 
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TH-Z835 inhibitöründe ise Histidin, Aspartik Asit, Glutamik Asit, Lizin ve Alanin 

amino asitleri gözlendi (Şekil 18). Negatif kontrollerde kullandığımız DMSO 

molekülün yalnızca Arginin amino asitiyle etkileşime girildiği görüldü. 

ZINC000008758797 molekülünün etkileşime girdiği amino asitlerde, MRTX-1133 

inhibitöründe Glutamik Asit, TH-Z827 inhibitöründe Histidin, Tirozin, Metiyonin ve 

Arjinin, TH-Z835 inhibitöründe ise Histidin ve Glutamik Asit amino asitleri, pozitif 

kontrol moleküllerinde de bulunan amino asitlerdir. Dört molekülün de ortak noktası, 

Glutamik Asit GLU 62 ile etkileşime girmesidir. GLU 62 nin KRAS için önemi; 

Glutamik asit residue ları, diğer amino asitlerle birlikte KRAS'ta nükleotit bağlayıcı 

cebin oluşumuna katkıda bulunur. Bu cep, GTP veya GDP moleküllerinin 

bağlanmasından ve koordine edilmesinden sorumludur. Glutamik asit residue ları, 

KRAS ile nükleotit arasındaki etkileşimi stabilize etmeye yardımcı olarak verimli 

nükleotit değişimini ve GTP hidrolizini destekler. Glutamik asit, KRAS'ın yapısal 

bütünlüğü, nükleotid bağlanması, GTPaz aktivitesi ve sinyal verme işlevi için 

önemlidir.  
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                                                 BÖLÜM IV 

                            4.    SONUÇLAR VE ÖNERİLER 
 

Uzun yıllardır ölümcül hastalıkların başında gelen kansere karşı tedavi geliştirebilmek 

adına kanserde en sık mutasyona uğrayan proteinlerden biri olan RAS proteinleri için 

bu mutant yapıları hedefleyen inhibitör keşif ve tasarlama çalışmaları büyük önem arz 

etmektedir. RAS proteinleri arasında en çok mutasyona uğrayan ve tümöre neden olan 

KRAS için inhibitörlerin keşfi, aday inhibitörlerin çalışmaları ve onaylanan 

terapötiklerin piyasaya sunulması önemli bir yer tutmaktadır. Bu tez çalışmasında 

literatürde bulunan güncel inhibitörler tarandı ve KRAS proteinine ait yapı bilgileri 

toplandı. Bu bilgiler kendi içlerinde mutasyon türlerine, nükleotit bilgilerine, yapıya 

bağlı olan moleküllere göre kategorize edildi.  GDP bağlı inaktif G12D KRAS 

proteinin moleküler dinamik simülasyonu gerçekleştirilerek hedef yapının sanal 

tarama için en uygun konformasyonu seçildi. İndirilen molekül kütüphanesi 

Lipinski’nin 5 kuralına tabi tutuldu ve 5 kurala da uyan moleküllerin parmak izleri 

hesaplandı. KRAS G12D mutasyonu için önerilen başarılı kovalent bağlanmayan 

inhibitörlerin, mevcut klinik öncesi gelişim aşamasında olan MRTX-1133, TH-Z827 

ve TH-Z835 molekülleri ile pozitif kontrolleri sağlanarak üç boyutlu benzerlik 

taraması yapıldı. Çalışmanın sonucunda pozitif kontrol moleküllerinden daha iyi bir 

bağlanma enerjisi skoruyla umut verici bir molekül olan ZINC000008758797 

molekülü keşfedildi. Bu çalışmanın devamında; ZINC000008758797 molekülünün 

KRAS’a bağlanması incelenip klinik bulgularla geliştirilip terapötik olarak sunulması 

önerilmektedir. 

Bu çalışmada ayrıca KRAS G12D non-kovalent bağlı yapıya sanal tarama ile 

moleküler kenetlenme uygularken hem wild type hemde mutant yapıyı 

karşılaştırılması yapıldı. Bu karşılaştırma, potansiyel ilaçların mutant yapıya özgü bir 

bağlanma sağlayıp sağlamadığını veya wild type yapıya da bağlanma eğiliminde 

olduğunu anlamak için gerçekleştirildi. Wild type ve mutant yapılar arasındaki 

karşılaştırma, inhibitörün mutant yapıda daha spesifik bir bağlanma gösterdiğini ve 

wild type yapıya bağlanma eğiliminde olmadığını ortaya koydu. Analiz sonuçları, 

inhibitörün mutant yapıda daha stabil ve spesifik bir bağlanma gösterdiğini kanıtladı. 
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Elde edilen sonuçlar, hedeflenen tedavi stratejisinin KRAS G12D mutasyonlu kanserli 

hücreler üzerinde etkili olabileceğini öngörmektedir. 

Molekülü fonksiyonel gruplarına göre incelediğimizde; moleküler ismi 1-[N'-[2-(5-

kloro-1H-indol-3-il)etil]-N-(4,6-dimetilpirimidin-2-il)-karbamimidoyl]-3-(2 

metoksifenil) üre olup bir üre türevidir. Üre ve türevleri çoklu kararlı hidrojen bağları 

oluşturma yetenekleri sebebiyle ilaç geliştirme ve tıbbi kimyada merkezi bir role 

sahiptir. Çok çeşitli tıbbi uygulamalarda özellikle, antikanser, antibakteriyel, anti-HIV, 

antidiyabetik ajanlar ve diğer tıbbi bileşiklerin geliştirilmesinde ilaç gücünü ve 

seçiciliğini modüle etmek ve ilaç özelliklerini iyileştirmek için bir üre işlevselliği dahil 

edilir. Ras proteininin MAPK yolunda bulunan RAF için geliştirilmiş olan Sorafenib 

ilacına baktığımızda üre türevi bir protein kinaz inhibitörüdür. Sonuç olarak, K-

RasG12D mutasyonu için kovalent olmayan aday bir inhibitör arayışında 

ZINC000008758797 molekülü gelecek çalışmalar için umut vadetmektedir. 
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EKLER 
 

         EK-1 KRAS-G12D İçin Literatürde Bulunan PDB yapıların detayları 

 
   

                        Doğal Partner/İnhibitör 

PDB 
ID 

NÜKLEOTİT  SENTETİK PEPTİT          İNHİBİTÖR  
(DOĞAL MOLEKÜL) 

  İNHİBİTOR 

4DSN  GCP 
 

EDO  ‐ 

4DSO  GCP 
 

BEN, GOL  ‐ 

4EPR  GDP 
 

‐  ‐ 

5OCG  GNP 
 

PEG, GOL  9R5 

5UFQ  GNP        R11.1.6  ‐  ‐ 

5US4  GDP 
 

GOL  ‐ 

5USJ  GNP 
 

‐  ‐ 

5XCO  GDP       KRpep‐2d     EDO  ‐ 

6GJ5  GCP 
 

‐  F0N 

6GJ6  GCP 
 

EZZ  ‐ 

6GJ7  GCP 
 

‐  F0B 

6GJ8  GCP 
 

‐  F0K 

6GOF  GNP 
 

‐  ‐ 

6QUU  GCP 
 

‐  ‐ 

6QUV  GCP 
 

JJN  ‐ 

6QUW  GCP 
 

JJQ  ‐ 

6QUX  GCP 
 

JJN, EDO  ‐ 

6WGN  GNP             KD2  ‐  ‐ 

6WS4  GDP 
 

TCE  ‐ 

6ZL5  GDP 
 

‐  F0K 

6ZLI  GCP 
 

QME  ‐ 

7ACA  GCP 
 

EDO  R6W 

7ACF  GCP 
 

‐  R6W 

7ACH  GCP 
 

‐  R6W 

7ACQ  GDP 
 

‐  R6W 

7EW9  GDP 
 

‐  05C 

7EWA  GDP 
 

‐  05F 

7EWB  GDP 
 

‐  05I 

7EYX  GDP 
 

‐  ‐ 

7F0W  GDP 
 

‐  ‐ 

7ROV  GCP        MP‐9903   ‐  ‐ 

7RPZ  GDP 
 

‐  6IC 

7RSC  GSP 
 

‐  17F 

7RSE  GSP 
 

‐  17F 
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7RT1  GDP 
 

‐  7L8 

7RT2  GDP 
 

EDO, GOL  7NL 

7RT3  GDP 
 

‐  7NZ 

7RT4  GDP 
 

GOL  7IZ 

7RT5  GDP 
 

‐  7OE 

7T47  GDP 
 

GOL, ACT  6IC 
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