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hFRa HEDEF PROTEININE KARSI PEPTIT-BAZLI PET-LIGANDLARIN
RASYONEL TASARIMI

OZET

Giliniimiizde pek ¢ok hastaligin hizli ve dogru teshisi uygun tedavi yontemlerinin
secilmesi ve degerli zamanin kaybedilmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Pek
cok kanser tipi i¢in gerek bilimsel literatiir gerekse biyoinformatik veri tabanlarindan
yararlanilarak hedefe uygun biyobelirteclerin saptanmast miimkiindiir. Bu baglam da
kanser hiicrelerinde yer alan Insan Folik Asit Reseptdr o (hFRa) proteini yiiksek
miktarda eksprese oldugu anlasilmistir. Bu nedenle hFRa kanser goriintiilenmesinde
hedef biyobelirte¢ proteini olarak gorev yapabilecegi kabul edilmektedir.

Saglik sektoriinde onkolojik goriintiileme yontemlerinden faydalanilarak kanser
hastalig1 tanist i¢in kullanilan yontemlerin arasinda biiylik 6nem arz eden Pozitron
Emisyon Tomografisi-Bilgisayarli Tomografi (PET-BT), organ ve dokularin
metabolik ve fonksiyonel durumlarini anatomik bilgiler gergevesinde goriintiileyerek
viicudumuzda sakli olan timorlii dokular hakkinda detayli bir sekilde bilgiler
sunabilmektedir. ideal bir goriintiileme yontemi olarak secilen ydntemin avantajlari
oldugu gibi dezavantajlarinida géz ardi etmememiz gerekmektedir. Bu teknolojinin
kullaniminda karsimiza ¢ikan en dnemli dezavantaj patolojik alanlar1 6zgiil ve hassas
olarak isaretleyebilecek ajanlarin azligi sebebi ile ciddi sinirlamalar getirmektedir.
Sonug olarak kanser hastalifin tespiti ve tedavi evreleri arasindaki farklar1 takip
etmemizi zorlastirmaktadir.

Bu tez calismasinda ozellikle tiimér mikrogevresinde yer alan immiin ve stromal
hiicrelere ait 6zgiil biyobelirteclere yiiksek secicilik ve ilgi ile baglanabilecek PET
ajanlarina  alternatif olarak yeni peptit-bazli PET-Ligandlarin  gelistirilmesi
planlanmistir. Bu sayede, kanser odaklarinin goriintiilenmesinde alternatif teskil eden
yenilik¢i ve rasyonel tasarima sahip yeni nesil radyo-isaretli tiimor-tantyici ajanlarin
ilk 6rnek tiretimi gergeklestirilecektir.

On calismalarimizda molekiiler modelleme tekniklerinden yararlanilarak hFRo’ya
baglanmas1 ongoriilen 16 adet peptit-yapili PET-Ligandlar tasarlanmistir ve sentez igin
Onerilmistir. Tez c¢alismalari esnasinda sentezlenen 16 adet peptitin kapsamli
molekiiler dinamik ¢alismalariyla hFRo hedef proteinine karsi olasi baglanma afinitesi
ve dinamik baglanma iliskileri incelenmistir. Bu bilgiler dogrultusunda hFRa’ya
baglanmas1 ongoriilen 12 adet yeni peptit tasarlanmistir ve sentez i¢in Onerilmistir.
Anahtar Kelimeler: Kanser Goriintiileme, hFRo, Molekiiler Modelleme, Molekiiler
Dinamik Simiilasyonlari, Docking, PET-Ligandlari, in silico Ilac Tasarimi, Sanal
Taramalar.
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THE RATIONAL DESIGN OF PEPTIDE-BASED PET-LIGANDS AGAINST
THE hFRa TARGET PROTEIN

SUMMARY

Today, rapid and accurate diagnosis of many diseases is of great importance in terms
of choosing appropriate treatment methods and avoiding the loss valuable time. For
many cancer types, it is possible to detect suitable biomarkers by using both scientific
literature and bioinformatics databases. It has been found that the Human Folic Acid
Receptor a (hFRa) protein is over expressed in many cancers. Therefore, it is accepted
that hFRa can act as a biomarker protein in cancer imaging.

Positron Emission Tomography-Computed Tomography (PET-CT), which is of great
importance among the methods used for the diagnosis of cancer disease by making use
of oncological imaging methods, provides detailed information about the tumor tissues
hidden in our body by displaying the metabolic and functional states of organs and
tissues within the framework of anatomical information. The most important
disadvantage is that it brings serious limitations due to the scarcity of agents that can
mark pathological areas in a specific and sensitive way. As a result, it makes it difficult
to follow the differences between the detection and treatment stages of cancer.

In this thesis, new peptide-based PET-Ligands were developed as an alternative to
excisting PET agents that can bind with high selectivity and affinity to specific
biomarkers of immune and stromal cells, especially in the tumor microenvironment.
In our preliminary studies, 16 peptide-based PET-Ligands, which were predicted to
bind to hFRa, were designed using molecular modeling techniques. Afterwards, the
possible binding affinity and dynamic binding relationships of these peptides with the
hFRa target protein were investigated. In the light of this information, 12 new peptides
were designed and suggested for synthesis.

Keywords: Cancer Imaging, hFRo, Molecular Modeling, Molecular Dynamics
Simulations, Docking, PET-Ligands, in silico Drug Design, Virtual Screening.
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1. GIRIS

Giliniimiizde karsimiza ¢ikan bir¢ok hastalik tiirlinden biri olan kanser hastaliginin
tedavisinde etkili miicadelenin en 6nemli basamagi erken teshisdir. Hastaligin teshisi
icin kullanilan yaygin yontemlerden biri olan PET-BT ¢ekiminde viicuda verilen
BE_-FDG’yi inceledigimizde onayli bir radyoniikleid olmasina ragmen inflamasyon ve
enfeksiyon gibi dokuda glikoz tiikketiminin arttigi durumlarda ve glikozun akin ettigi
beyin gibi organlar i¢in ®F-FDG segiciligini ve hassasiyetini yitirir [1-3]. Bu tiir
sebeplerden dolay1 ve gelisen teknoloji ile beraber yeni alternatif yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir. Ancak tiimor hiicrelerinde veya timor kiitlesi igerisinde yer alan
hiicrelerde bulunan 6zgiil reseptorlere baglanabilen radyofarmasoétikler ise oldukca

sinirli sayida olup suan ki mevcut ihtiyaca cevap verememektedir.

Bu tez projesinin amaci, tiimdr hiicrelerinde yiiksek ekspresyon gosteren insan Folik
Asit Reseptorii o (hFRa)’ya yiiksek ilgi ve segicilik ile baglanabilen peptit-yapili
PET-Ligandlarin rasyonel tasarim ydntemiyle elde edilmesi esasina dayanir. 11k kez
iretilecek olan bu goriintiileme ajanlarinin ileride tam donanimli olan hastanelerde
PET-BT ¢ekimlerinde kullanilarak verimliligin ve hassasiyetin arttirilmasi

hedeflenmektedir.

Ayrica, bu peptit-bazli PET-Ligandlarinin gelistirilmesi igin hem in silico hem de

in vitro yontemlerden faydalanilarak yeni peptit yapilarinin dnerilmesi saglanacaktir.

1.1 Kanser Hastahgi ve Goriintiileme

Kanser zamanla gelisen ve patofizyolojisinde temel olarak yer alan hem onkojenlerin
hem de tiimdr baskilayict genlerin mutasyona ugramasi sonucunda hiicre biiylime ve
boliinme islemlerinin hatali olmasidir. Bundan dolay1 hiicre biiyiimesi ¢evreden gelen
sinyallere dogru yanit vermez ve kontrolsiiz biiylime baglar. Kanserin en énemli
tamimsal 6zelligi, viicudun c¢esitli bolgelerinde ortaya ¢ikan ve diger organlara
yayilabilen anormal hiicre bolinmeleridir. Anormal bélinen hiicre toplulugu,
cevreledigi doku veya organi baskilayarak dokunun veya organin islevini yerine

getirmesini engeller [4].



Tiimdr dokusunu inceledigimizde kiimeler halindeki kanser hiicrelerini goriiriiz. Bu
goriintliniin sebebi DNA’sinda hasarlar birikmis olan kanser hiicresinin kontrolsiiz
cogalmasidir. Kanserler, yalnizca kotii huylu hiicre kitleleri degildir, diger bir¢ok
hiicrenin de dahil edildigi ve donistiriilmiis hiicreler tarafindan etrafindaki
komsgularini rahatlikla manipiile ederek, kendisine yardim edecek sekilde degisiklige
ugratir. Bu degisikligin sonucunda ‘tiimoér mikrogevresini’ olustururlar. Timor
mikrocevresi sayesinde kanser hiicreleri degisiklige ugrayarak ila¢ direnci kazanir.
Bunun sonucunda hastaya verilen ilaclar ister bitkisel olsun isterse sentetik molekiiller
olsun sadece 1 veya 2 aday etki gosterebilir. Immiinoterapinin etkinligini azaltan en

Oonemli etmen tiimor mikrogevresi olarak bilinir.

Sekil 1.1°deki goriildiigii gibi timor mikrogevresini tarif edecek olursak; Lenfatik
endotel hiicreleri, T ve B lenfositleri, Miyeloid tiirevi baskilayict hiicreler, NK ve NKT
hiicreleri, Tiimorle iligkili makrofajlar, Kanserle iliskili fibroblastlar, Damar endotel

hiicreleri, Perspektifler, Adipositler, Vaskiiler endotel hiicreleri yer almaktadir [5].
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Sekil 1.1: Tiim6r mikrogevresine genel bakis [5].

Metastazda, kanser hiicreleri orijinal (birincil) timorden ayrilir, kan veya lenf sistemi
boyunca hareket eder ve viicudun diger organlarinda veya dokularinda yeni bir timér

olusturur. Yeni metastatik tiimér, birincil tiimor ile aym kanser tiiriidiir. ikincil bir



bolgede yeni hiicresel ortama alismasint ve bagisiklik hiicreleriyle 6limciil

micadeleden kagmasini gerektirir [6].

Kanser hastaliginin goriintiilenmesinde yararlanilan baslica yontemler Biyopsi,
Ultrasonografi (USG), Mamografi, Niikleer Tip Taramalari, Manyetik Rezonans
Goriintiileme (MRG), Bilgisayarli Tomogafi (BT), Tek Foton Emisyonlu-Bilgisayarli
Tomografi (SPECT-BT) ve Pozitron Emisyon Tomografisi-Bilgisayarli Tomografi
(PET-BT) gibi farkli yontemler mevcuttur [4].

Biyopsi, en yaygin kullanilan tibbi testlerden biridir ve kusku duyulan dokulardan
ornek alinir. Biyopsi yontemi alinan doku 6rneklerinin mikroskop altinda hasta
prognozunun belirlenmesine 6nciilikk eden 6nemli yontemlerden biridir [7]. En biyiik
dezavantaji biyopsi yerinde kanama, enfeksiyon ve dogru noktadan yeterince hiicre

alinmamasi nedeni ile dogru tespit yapilamamasidir.

Ultrasonografi, yiiksek frekansli ses dalgalarinin biyolojik dokulardan gecerken
ozelliklerinden ve davranigindan yararlanan benzersiz bir goriintiileme yontemidir ve
hem tanisal goriintiileme hem de tedavi araci olarak kullanilabilir. Agirlikli olarak
karin i¢i organlarinin tiimoérlerinde (karaciger, yumurtalik, rahim vb.), meme

kanserinde, tiroit kanserinde ve yiizeysel tiimorlerde kullanilmaktadir [4, 8].

Radyoniiklid goriintiileme ve optik goriintileme gibi geleneksel goriintiileme
teknikleriyle karsilagtirildiginda, ultrason ile goriintilemenin ekonomik, rahatlik ve

gercek zamanli goriintiileme gibi baz1 avantajlar1 vardir.

Manyetik Rezonans Gorilintiileme, giliclii elektromanyetik alan ve radyo frekans
dalgalar1 kullanarak organ ve dokulari1 3D olarak gorintileyebilir. Yiiksek
¢ozlinlirliige sahiptir ancak BT ve ultrasonografiye gore daha pahali bir tekniktir.
Ayrica, cihaz giiclii elektromanyetik alan yaydigindan dolay1 metal protezi ve kalp pili

olanlar bu ¢ekime alinamazlar [9, 10].

Mamografi, X 1sinlarina dayali bir teshis yontemidir ve meme kanserinin erken tani ve
tedavisinde yaygin olarak kullanilir [11]. Dezavantajlari meme bolgesinin incelenirken

iyi ve kotii huylu dokularin tespit edilememesidir ve degerli zamanin kaybedilmesidir.

Bilgisayarli Tomografi, yonteminde yiiksek dozlu X 1sinlar1 kullanilarak insan
viicudundaki doku ya da organlarin farkli boyutlarda tarama islemi yapilarak 3D
goriintiisiiniin elde edilmesi saglanir. Bu teknoloji ile bize tespit edilen tiimériin sekli,

biiylikliigii ve bulundugu yer hakkinda detayli bilgi elde etmemize olanak



saglamaktadir [4]. Ancak viicudumuza yiiksek doz radyasyon alimina sebep olur.

Yiiksek maliyet, genis hacim kaplamasi ve metal artefakt olusturmasidir.

SPECT-BT Klinik uygulamada gama kamerasini1 Kullanarak kan dolasimina enjekte
edilen ve daha sonra belirli dokular tarafindan alinan bir radyoaktif izleyicinin
bilgisayarl1 goriintiileme sisteminden yararlanilarak 3D bir gorlintlisiiniin elde

edilmesidir (Sekil 1.2) [12].

Kardiyovaskiiler  goriintileme, kok hiicrelerin  goriintiilenmesi, onkolojik
goriintiilemeler, noro goriintiilemede ve ila¢ kesfinde etkin kullanim alanlarina sahiptir
[13]. Dezavantajlar1 yiiksek ekipman maliyeti, kursun koruma, artan alan kullanimi,

gii¢ ve sogutma sistemi ve kamera agirlig gibi gereksinimlere ihtiyag duymasidir [14].
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Sekil 1.2: (A) Prostat kanseri olan hastanin SPECT-BT goériintiisii ve (B) Trioid
kanseri olan hastanin SPECT-BT goriintiisti [14].

Kanser hastalig1 tanis1 i¢in ideal bir goriintiileme yontemi yoktur, her ydntemin avantaj
ve dezavantajlar1 vardir. Hangi durumda Oncelikle hangi tetkikin gerekli olduguna
bilimsel kanitlar 1s181inda karar verilir. Bu sebepten dolay1 hastaya ve hastaligin
asamasina gore hangi tetkikin yapilmasi gerektigi ¢ok degiskendir. Elde edilen veriler

sayesinde uygun tedavi yontemine gegilir.

1.1.1 PET Ligandlar1 ve PET Goriintiileme

Pozitron emisyon tomografisi (PET) goriintiilemesinin temelinde damardan intravenoz
yoluyla verilen pozitron yayict metabolik radyoaktif ajanlarin viicuttaki anormal

yapilarda birikmesi sonucunda bu radyofarmasotikten elde edilen 511 KeV fotonlari



PET-BT cihazinda algilanarak bilgisayar ortaminda viicudun 3D goriintiisii elde
edilmektedir [15]. Bu yontemde pozitron yayan ve kisa 6miirlii radyoaktif elementler
(**C,BN, 10, 8F, %2Cu,%8Ga ve ®2Rb) kullanilmaktadir. Bu elementler ilgi duyulan

alana veya kanser dokularinda birikmeye egimli olan molekiillere baglanmaktadir.

Yaygin olarak kullanilan goriintiileme ajanlarindan, *F-FDG viicuda verildikten sonra
kanser hiicrelerinin oldugu bolgelerde glikoz alimi yiiksek oldugundan (Warburg
etkisi) dolay1 buralara akin edecektir. Bu glikoz tiiketimi sona erdikten sonra kanser
dokusunun etrafinda toplanan goériintiileme ajani sayesinde PET-BT ¢ekimi
yapildiktan sonra parlak noktalar halinde ortaya c¢ikarak tespit edilmesini
saglamaktadir [16, 17]. Sekil 1.3’de PET-BT sistemi hakkinda gorsel bilgiler
paylasilmistir.
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Sekil 1.3: (A) 8F-FDG ilacinin PET-BT gériintiilenmesinde kullanimimin sematik
gosterimi ve (B) PET-BT ile tiimor odaklarinin goriintiilenmesi [18, 19].

PET-BT teknoloji sayesinde viicuttaki tiimor kitlelerinin yerlerlerinin hastanin viicut
anatomisini bozmadan ve agrisiz bir sekilde tespit edilmesini saglar. Hastalar
radyofarmasétik ile ilk enjeksiyon isleminden sonra PET-BT goriintiileme iglemi
yarim saat kadar kisa bir siirede tamamlanabilmektedir. Akabinde hasta gilinliik
yasamina hemen donebilmektedir. Tablo 1.1°de yer alan kullanilan radyoniiklidlerin
yar1 Omri siirelerinin kisa olmasindan dolay1 viicuttan giin sonuna kadar atilarak

radyoaktif maddelerden arindirilmaktadir.



Tablo 1.1: PET-BT goériintiilemede kullanilan gesitli radyoniiklidlerin 6zellikleri.

Radyoniiklid Yari-omiir ~ Ortalama pozitron enerjisi

C-11 20 dk. 0.39 MeV
N-13 10 dk. 0.49 MeV
O-15 2 dk. 0.74 MeV
F-18 110 dk. 0.25 MeV
Cu-62 10 dk. 1.32 MeV
Ga-68 68.1 dk. 0.83 MeV
Rb-82 1.3 dk. 1.52 MeV

BE-FDG ilac1 ile PET-BT gériintiilemesi yapilirken seker hastalarmin belirli onlemler
almasi onem arz etmektedir. Ciinkii radyoizleyici glikoz tiiketiminin artmasiyla
beraber kan seviyesinde degisiklige sebep olabilecegi gibi ayni1 zamanda beyin gibi
glikozun akin ettigi organlar i¢in hassasiyeti ve seciciligi yitirir. Bunun yani sira
hamile bayan ve bebekler i¢in kullanilan radyoizleyiciler risk olusturabilir. Radyo
izleyicilerin liretim maliyetinin yiiksek olmasi, yari-Omiirlerinin kisa slirmesi, nakliye
tasima islemlerinin getirdigi zorluklar devamli olarak kisitlamalara yol agmaktadir.
Hastanin maruz kaldig1 radyoaktivitenin yani sira 6zellikle kanseri hedef alamayan
mevcut radyoizleyicilerin nedeni ile kanseri erken evrede tespit edilmesini
giiclestirmektedir. Erken evrede kanserin tespit edilmesi ve hastanin tedavi siirecinin
baslatilmasi ¢ok Onemlidir. Mevcut radyoizleyici molekiillerin su an ki ihtiyaci
karsilayamamast bizleri yeni molekiiller tasarlamaya ve kullanilan radyoizleyicilerin

yerine alternatifler gelistirmeye sevk etmektedir.

PET-BT taramasi onkolojide, gastrointestinal sistem (yemek borusu kanseri,
kolorektal karsinom, lenfoma, karsinom meme, servikal ve yumurtalik karsinomu,
bobrek kanseri, prostat kanseri, melanom, kas-iskelet sistemi timorleri), ndroloji
(demans, epilepsi, hareket bozukluklari, inme ve serebrovaskiiler hastaliklari,
kardiyoloji (miyokard canliligi, koroner arter degerlendirilmesi, korner perfiizyon
rezervi) gibi daha yeni ve daha spesifik izleyiciler sayesinde PET-BT goriintiileme
tekniklerinin mevcut spesifik olmayan yontemlerden hastaligin morfolojik, molekiiler,
fizyolojik ve genetik belirteclerine dayali olarak hastaya 6zel goriintiilleme elde etmeyi
amaclamaktadir [16, 20].

1.1.2 Kanser fizyopatolojisi ve biyobelirtecler

Kanser hiicrelerini boyut, yapi, islev ve biiylime orani bakimindan normal hiicrelerle

kiyasladigimizda onlardan farklilik gosterir. Bu kotii huylu hiicreler, saglikli



hiicrelerde goriilen normal biiylime kontrollerinden yoksundur ve kontrolsiiz bir
sekilde biiyiirler ve bu olaylarin sonucunda metastaz olay1 gerceklesir. Daha sonra bu
kontrolstiz biiyiime ile beraber kanser hiicrelerinin yakininda yer alan yapilar istila
etmesine ve ardindan ¢evredeki doku ve organlara zarar vererek onlarin yok olmasina
neden olur. Kanser hastaliginin erken evrede tespit edilmesi ve hastaligin tedavi
asamasinda izlenmesi gibi pek ¢ok kritik asamalarda yer alan biyobelirtegler saglik

hizmetlerinde yararli uygulamaya sahiptir.

Biyobelirteg, DNA, RNA, protein, peptit ve biyomolekiil kimyasal modifikasyonlari
gibi biyomolekiilleri analiz ederek bir organizmadaki normal veya anormal biyolojik

durumu tanimlayan ve objektif olarak dlgiilen bir 6zellik olarak tanimlanir [21].

Biyobelirteg veya biyolojik belirteg terimi, hastaligin varligin1 veya ilerlemesini veya

tedavinin etkilerini 6l¢gmek igin kullanilan tibbi isaretleyicilerdir [22].

Biyobelirtegler, ilag sistemlerinin gelisimini, iyilestirilmesini ve ilerlemesi
stireglerinde aldig1 kritik rolden dolay1 olduk¢a dnemlidir. Hastalik riskini tahmin
etmek, gizli birincil kanserler i¢in tarama yapmak, iyi huylu bulgulari k&t huylu
bulgulardan ayirmak, kanser teshisi konmus hastalar i¢in prognozu belirlemek ve
tahmin etmek dahil olmak iizere tedaviye yanitin tahmini ve hastaligin ilerlemesinin
izlenmesi i¢in onkoloji de dahil pek ¢ok hastaligin degerlendirilmesinde potansiyel
uygulamaya sahiptir [23, 24]. Sekil 1.4’de yer alan kanser biyobelirtegleri kullanim

amaglarina gore gruplandirilirlar.

Kanserde Biyobelirteclerinin Kullanimi
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Sekil 1.4: Biyobelirteglerin kullanim semasi [25].


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cancer-of-unknown-primary-origin

Gelecekte kanserleri hizli, dogru ve giivenilir bir gsekilde tespit eden kanserin sonucunu
tahmin eden ve tedavi secimini etkileyen biyobelirtecler onkolojinin gelecegi i¢in cok

onemli bir yere sahip olacaktir [26].

1.1.2.1 Risk degerlendirme biyobelirtecleri

Klinik uygulamalarda, belirgin bir hastalifi olmayan bir kiside ileride tibbi durum
gelistirme potansiyelini tespit etmeye olanak saglayan biyorbelirtecdir. Ozellikle
kanser hastaliginda risk degerlendirme amaciyla tedavi etkinliginin belirlenmesi ve
klinik sonu¢larin tahmin edilmesinde kullanilmaktadir. Omegin, BRCA1 ve BRCA?2
mutasyonlari, gogiis kanseri gelistirmeye yatkinligi olan bireyleri tanimlamak igin risk

degerlendirme biyobelirtecleri ile degerlendirilir [27].

1.1.2.2 Tedavi 6ngoren biyobelirtecler

Onkolojide kanser dokusunun tespit edilmesinden sonra hastaligin tiirii, evresi ve
uygulanacak olan tedavi yonteminin belirlenmesi agisindan 6n bilgi sahibi olmamiza
olanak saglamaktadir. Bunlarin yani sira tanimlanmis bir kanserin saldirganligini

belirleyerek bir tedaviye yanit verme olasiliginin yanitini izlemek i¢in kullanilir [28].

1.1.2.3 Tamisal biyobelirtecler

Bu biyobelirtecler bir hastanin belirli bir hastalik durumuna sahip olup olmadigini
belirlemek amaciyla hedef hastaliga 06zgli segilerek kullanilir. Tanmi amagh
biyobelirtegler, son zamanlarda diski1 kanseri DNA’sin1 test ederek kolorektal kanserin

tespiti ve ilerlemesinin belirlenmesi igin uygulanmistir [21].

1.1.2.4 Tedavi siirecini izleyen biyobelirtecler

Kanserin tespit edilmesinden sonra izlenen tedavi yolunun takip edilerek hastaligin
iyilesme durumunun basaris1 hakkinda bilgi sahibi olmaya olanak saglamaktadir.
Ornegin, malign melanoma yanitinin izlenmesinde S100-beta protein énemli bir

izleme biyobelirtegi olarak kullanilir [29].

1.1.2.5 Tekrar olasihigim1 6ngoren biyobelirtecler

Kanser niiksiinii tekrarlama olasiligin1 6ngérmek ve tedavi yolunun belirlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Ornegin, ONCOTYPE DX testi meme kanserinin tespit
edilmesinde kullanilir [29].


https://vkpb7m5mncyxkv6lx7a2z4qkd4-adv7ofecxzh2qqi-en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Melanoma
https://vkpb7m5mncyxkv6lx7a2z4qkd4-adv7ofecxzh2qqi-en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/S-100_protein
https://vkpb7m5mncyxkv6lx7a2z4qkd4-adv7ofecxzh2qqi-en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Protein
https://translate.google.com/website?sl=en&tl=tr&ajax=1&prev=search&u=http://www.oncotypedx.com/

1.1.2.6 Farmakodinamik biyobelirtecler

Insanin genetik yapisindaki farkliliklar nedeniyle, kullanilan ilaglarin kimyasal
yapisinin degismesine neden olur. Bunun sonucunda alinan ilaglarin metabolizmasinin
azalmasma veya viicutta yiiksek diizeyde ilacin biriktigi tehlikeli durumlara yol
acabilir. Bu nedenle, 6zellikle kanser tedavilerinde ilag dozlama kararlari, bu tiir
biyobelirteglerin taramasindan yararlanilarak doz se¢imini yonetmek i¢in kullanilabilir

[30].

1.2 Folik Asit Reseptor a (hFRa)

Folat, hem DNA ve amino asit (metiyonin, sistein, serin, glisin ve histidin) biyosentez
yolaklarinda hem de DNA ve protein metilasyon reaksiyonlarinda énemli rol oynayan

B9 vitaminleridir [31, 32]. Sekil 1.5’de kimyasal yapisi goriilmektedir.
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Sekil 1.5: Folatin 2D molekiil yapisi.

Bu nedenle hiicre boliinmesi, DNA sentezi ve onariminin temel bir bileseni olan folatin
viicuda yeterli miktarda alimi gereklidir. Ozellikle hizli béliinen hiicreler igin DNA
sentezi ve replikasyonu, hiicre boliinmesi, biiylime ve hayatta kalmada dnemli role
sahiptir [33]. Diizensiz folat metabolizmasina sahip olan insanlarda, embriyonik
gelisimsel bozukluklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve beyin kusurlar ile
iliskilendirilir. Insanlar folat: sentezleyemezler ve besin takviyesi yoluyla almak

zorundadir.

hFRa hiicre zarlarinda bulunan ve sistein agisindan zengin hiicre yiizeyi
glikoproteinleridir. Notr pH degerlerinde folata yiiksek afinite ile baglanmaktadir.
Folat-hFRa kompleksi daha sonra endositoz yoluyla hiicrenin icersine alinirlar ve
diisiik pH degerli vesikiillerde folata daha diisiik afinite duyduklari i¢in folat1 serbest
birakirlar. hFRa ¢ogu dokuda ¢ok diisiik seviyelerde eksprese edilmesine ragmen, folat
reseptorlerinden 6zellikle FRa, diisiik folat kosullar1 altinda hizli boliinen hiicrelerin
folat talebini karsilamak i¢in ¢ok sayida kanserde yliksek seviyelerde eksprese edilir

[34].



Bu sebeple kanser hiicrelerinde yer alan hFRao 6nemli bir biyobelirte¢ molekiildiir. [32]
hFRa potansiyel bir biyolojik hedef olarak akciger, meme, yumurtalik tiimorleri ve
miyelojendz 16semileri dahil bir¢ok kanserin yiizeyinde asir1 eksprese olan

reseptorlerden birisidir [35, 36].

Folik asit tiirevleri, folat ilag konjugatlar1 ve kiigiik molekiiller, asilar, T hiicresi
tedavileri ve monoklonal antikorlar dahil kanser hastaliginin tanisal gériintiilemesi igin
uygun ¢esitli radyoniiklidler kullanilarak hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarinda
basarili bir sekilde folat reseptoriinii hedefledigi tespit edilmistir (Sekil 1.6). Klinik
deneylerdeki goriintiilemelerde kullanilan bazi radyoizleyiciler olarak %Ga, %’Ga,

%8Ga, MIn, ®*MTc ve %4Cu yaygin olarak kullanimi1 mevcuttur [37].
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Sekil 1.6: hFRa’y1 hedefleyen potansiyel tedavi yaklasimlari [32].

hFRa’ya timor ekspresyonu, dagilimi, kanserin biiyliimesi ve metastazinda dnemli rol
almasindan dolay1 hedeflenen kanser hiicrelerinin tespiti ve tedavisi i¢in gelecekte

Oonem arz edecegi anlasilmaktadir.
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1.2.1 Fizyopatolojisi

Folat, DNA ve amino asit metabolizmas: yollarinda 6nemli bir koenzimdir.
Tetrahidrofolattan tiiretilen bir bilesikler grubudur (Sekil 1.7). Emilimi diyet folatinin
poliglutamat formu olup, kendiliginden absorbe edilemez. Ancak absorpsiyondan
once jejenum icinde enzimler tarafindan boliinmeyi gerektirir. Folat plazmada esas
olarak albiimine baglanarak tasiir ve karacigerde depolanir [38]. Cogalan hiicreler
tarafindan ti¢ farkli mekanizma ile alinir. RFC (Reduced Folate Carrier) her yerde
dagitilan ve diyet folatinin alimina yardimci olan indirgenmis folat tastyicisidir. PCFT
(Proton-Coupled Folate Transporter) hiicrelere folat aktarimina aracilik etmek igin
transmembran proton gradyanini kullanan proton-bagl folat tastyicisidir. Ayrica folat,
38 ila 45 kDa arasinda degisen molekiiler agirliklara sahip dort glikopolipeptid
eleman1 (FRa, FRp, FRy ve FRJ) olan folat reseptorleri ile tasiabilir [32, 34].

Folate
DHF
THF
5,10-methylene- Methionine
THF
B12 SAM Methylation
5-methyl- r) of proteins
and DNA
DNA THF SAH
Synthesis X /
Homocysteine
e &
Cystathionine
Bs J
Cysteine

Sekil 1.7: Folatin DNA ve bazi amino asitlerin sentezinde, protein ve DNA
metilasyonunda énemli gorevi bulunmaktadir [38].

1.2.2 Ligandlar:

1.2.2.1 Vintafolid

Vintafolid onu kanser tedavisi icin rasyonel bir hedef haline getiren benzersiz bir
yapiya sahiptir. Preklinik caligmalarda hFRo’ya yiiksek afinite ile baglandigini
gostermistir. Bu nedenden dolay1 ¢ok spesifik ve giiclii aktiviteye sahiptir [39]. Anti
kanser ilac1 olan Vintafolid, Vinblastin ve Folatin birbirine baglanmasindan olusan bir
yapiya sahiptir (Sekil 1.8). Folat kismi ile Vintafolid kanser hiicrelerinde yiiksek

miktarda bulunan hFRa’ya baglanmasindan sorumludur. Vintafolid- hFRo kompleksi
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olustuktan sonra folatta oldugu gibi kompleks endositoz ile hiicre i¢ine alinir ve orada
linker bagi asidik ortamda kopar. Dolayisiyla, antikanser etkili Vinblastin kanser
hiicresinde serbest kalir ve kanser hiicresinin biiyiimesini engeller [40]. Kat1 tliimore

sahip bir ¢ok hastada sinirli iyilesmeler gostermistir.
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Sekil 1.8: Vintafolid’in 2D molekiil yapist.
1.2.2.2 Farletuzumab

Farletuzumab(MORab003), tamamen insanlastirilmis monoklonal antikordur.
Yumurtalik kanser tedavisinde kullanilan ve hFRa hedeleyen mAb olarak tiimor
hiicreleri lizerinde eksprese edilir ve antitiimor aktivitesini farkli etki modlar1 yoluyla

gosterir (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9: Farletuzumab’in etki mekanizmalari [41].

Antikorun hFRa baglanmasi ile hiicreye hem Antikora Bagli Hiicresel Sitotoksisite
(ADCC) hem de Tamamlayiciya Bagli Hiicresel Sitotoksisite (CDC) gergeklesir.
Farletuzumab ayrica hiicre zarinin lipid sallarinda hFRa kiimelenmesini bozabilir. Bu
nedenden dolay1 Lyn kinaz enzimi {izerinden hiicrenin biiyiimesi baskilanir [35, 41-
43]. Farletuzumab, preklinik c¢aligmalarda yumurtalik kanseri igin umut verici

potansiyel bir terapdtik ajan olarak degerlendirilmesi diisiiniilmektedir.
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1.2.3 Kristal yapilari

hFRa’ ya ait 5 adet kokristal incelenmistir. Tablo 1.2°deki literatiir taramasinda 4kmo,
4km7 ve 4kmx asidik pH degerinde (pH 5.5) ¢ozildigi anlasilmistir [44]. Bu pH
degerinde ise hFRo’nin folat1 diisiik afinite ile baglanmaktadir. PDB kodu 4Irh kristal
yapisi ise daha notr pH degerinde (pH 6.5) ¢oziilmiistiir ve dolayisiyla folat1 yiliksek
ilgi ile baglanmaktadir. Ayrica, bu kristal yap1 folatin hFRa baglanma bolgesiyle
etkilesimleri agik¢a goriilmektedir [34]. Aymi zamanda bu yap1 yiiksek
¢Oziinlirliklidiir. Sonug olarak sanal tarama calismalar i¢in endojen ligandi folat

bulunduran 4lrh kodlu kristal yap1 secilmistir.

Tablo 1.2: hFRa’nin ekstraselliiler ve mutasyon icermeyen kristal yapilari.

PDB Céoziiniirliik (A)  Ligand
4Irh 2.80 Folat
4km6 1.55 Folat
4km7 1.80 Folat
4kmx 2.20 Folat
5izq 3.60 Folat

1.3 Bilgisayar Destekli Ila¢ Kesfi ve Tasarim Yontemleri

Ilag kesfi ve gelistirilmesi neredeyse 10 yildan fazla zaman almasi ve milyar dolarlik
bir biitge gerekmesi nedeni ile bu siirecin kisaltilmasi ve maliyet potansiyelini
azaltmada bilgisayar destekli hesaplamali yontemler 6nemli rol oynamaktadir.
Teknolojinin giinden giine gelismesi ile beraber in silico araglarin farmasétik arastirma

projelerinde kullanim1 giderek artmaktadir.

Bilgisayar-destekli ilag kesfi ve tasarim (CADD) yontemleri ile ilag aday olmasi giiglii
olan molekiillerin kesfini veya tasarimini hesaplamali kimyasal ve biyoloji
yaklasimlarini kullanarak yapilmaktadir. Amaci ise yiiksek ilgi ile hedef proteine

baglanmas1 dngoriilen bilesiklerin tasarlanmasidir.

Gilintimiizde farkli CADD yontemleri bulunmaktadir (Sekil 1.10). Hedef protein ile
ilgili herhangi bir 3D yapisal bilgi mevcut olmadigi ancak hedefe baglanan ligandlarin
bulundugu durumlarda farmakofor modelleme ve 3D-QSAR gibi “Ligand-Based Drug
Design (LBDD)” yontemleri kullanilmaktadir. LBDD yontemlerinde ligandlar
incelenerek hedef proteinin olas1 baglanma bolgesi hakkinda bilgi elde edilerek yeni
ligandlarin tasarimi amaglanmaktadir. Ligand bazli de novo ligand tasariminda ise

protein hedef yapis1 bilinmemekle birlikte tasarlanacak olan yeni molekiil i¢in, bilinen
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bir ligand molekiiliine benzerligine dayali bilgiler kullanilarak olusturulmasi
yontemidir.
Bu projede ise hedef proteinin 3D yapisal bilgileri mevcut oldugu igin “Structure-

Based Drug Design (SBDD)” yoéntemleri kullanilmistir. SBDD yo6ntemlerinin
kalbinde docking (kenetleme) ¢alismalar1 yatmaktadir [45-47].

Computer-aided drug design

f (CADD)
2
:‘.J‘k; . -\?"
") W5
T 73
Structure-based drug design Ligand-based d sign

Quantitative structure-activity
relationship (QSAR)

Pharmacophore modeling

e

Binding site identification

Docking and Scoring

Compound selection

ooX
}
J

Lead optimization

|
|

New drug
Sekil 1.10: Bilgisayar destekli ilag tasarimi i¢in temsili is akis1 semasi [45].

1.3.1 De novo Ligand tasarim yontemleri

De novo kelimesi ‘baslangictan itibaren’ yani sifirdan bagslamak anlamina gelmektedir.
Bu yontemde oncelikle hedef proteinin baglanma bdlgesi incelenir ve ligand ile

etkilesim kurabilecek bolgeler (pozitif yiiklii, negatif yiiklii, hidrojen bag dondrii,
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hidrojen bag akseptorii, aromatik bolge, hidrofobik bolge, polar bolge vb.) belirlenir
(Sekil 1.11). Daha sonra 2 farkli yéntemle molekiiller tasarlanabilir. ilk yéntemde
farkli molekiil fragmanlar1 veya fonksiyonel gruplar baglanma boélgesine yerlestirilir
ve daha sonra bu fragmanlar/fonksiyonel gruplar birbirine baglanarak molekiiller
tasarlanir. Ikinci yontemde ise baglanma bolgesi icersine giiclii baglar kuran bir
fragman yerlestirilir ve bu fragmana uygun siibstitusyon pozisyonlarina fonksiyonel
gruplar ve kiigtik fragmanlar eklenerek molekiiller tasarlanir.

Hedef proteinin baglanma bélgesinin Fragmanlarin yerlestirilmesi ve birbirine
incelenmesi baglanmasi

Sekil 1.11: De novo Ligand tasarim yontemlerinin sematik gosterimi [48].

Tasarlanan molekiillerden bir sanal veri bankasi olusturulur ve bu molekiillerin hedef

protein ile olas1 baglanmalart daha sonra docking ¢aligmalariyla incelenir [48-50].

1.3.2 Docking yontemleri

Docking calismalarinda amag 3D molekiil yapilar igeren sanal veri bankalarini hedef
proteinin 3D yapisina karsi taranarak baglanmasi ongoriilen molekiillerin tespit
edilmesidir. Veri bankasindan ligandlar sirayla hedef proteinin baglanma bolgesinde
farkli konformasyonlarla yerlestirilmektedir. Hem poz ve hem uyum (sekil,
elektrostatik, polar/apolar, vb.), hem de ligand-protein baglanma giicii (skor)

hesaplanmaktadir.

Zincl5, NIH ve Enamine gibi farkli veri bankalar1 sunan web sayfalar1 bulunmaktadir.
Ayrica, bu veri bankalar arastirma ekipleri tarafindan da hazirlanabilmektedir. Bu

calismada de novo ligand tasarim ile sanal veri bankasi olusturulmustur.

15



Docking ¢aligmalarinin en 6nemli dezavantajlarindan birisi proteinin rijit tutulmasi ve
ligandin konformasyonlarinin iiretilerek protein ile uyumun incelenmesidir. Oysa ki
ligandin proteine baglandigi zaman hem ligandin proteine sekil agisindan uyum
saglamasi, hem de proteinin liganda uyum saglamasi gerckmektedir. Bu
gerceklestirilemedigi zaman baglanma goriilmemektedir. Bu baglanma modeli

induced-fit veya “el-eldiven” modeli denilmektedir (Sekil 1.12) [51, 52].

El-eldiven
modeli

Sekil 1.12: Induced-fit veya “el-eldiven” baglanma modeli [52].

Docking ¢aligmalarinda protein rijit tutularak sadece ligandin proteine uyum
saglayabilmesi incelenmektedir. Dolayisiyla docking sonuglari, 6zellikle rijit olmayan
protein baglanma bolgeleri i¢in gergegi yansitamamaktadir. Bu nedenle, docking

sonuglarinin gergekeiligini incelemek i¢in MD simiilasyonlar1 kullanilacaktir.

1.3.3 Molekiiler Dinamik (MD) yontemleri

Protein yapilarinin dinamiklerinin, enerjilerinin ve stabilitelerinin incelenmesi i¢in
MD simiilasyonlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Fizyolojik sartlara benzer bir
ortam olusturmak igin protein yapisi Oncelikle bir periyodik kutucugun igersine
yerlestirilir ve kutuya su molekiilleri ve fizyolojik konsantrasyonda Na* ve CI" iyonlari
eklenir. Bu nedenle sistem noétralize de edilmis olur. Sonra sistemde mevcut atomlara
Bolztmann hiz dagilimma uygun sekilde sistemin tiim atomlarina rastgele hiz
verilmektedir (Sekil 1.13). Sistem kisa bir siire (genelde 2 fs) icin Newton’un
kurallarina uygun bir sekilde hareket etmesine izin verilmektedir ve yeni koordinatlar
hesaplanmaktadir. Tiim atomlar arasinda etkilesim enerjileri (Ornegin; kovalent bag,
dihedral, a¢1, hidrofobik, elektrostatik, hidrojen bag, vb.) hesaplanmaktadir. Bu veriler
kullanilarak her atom i¢in yeni akselerasyon (yani hiz) hesaplanmaktadir ve sistem
tekrar kisa bir siire i¢in hareket etmesine izin verilmektedir. Sisteme ait olan atomlarin
hizlar1 bu sistemin 1s1s1n1 ve basincint meydana getirmektedir. Hesaplamalarda yapilan
hatalardan dolay:1 sistemin 1sisin1 ve basinci degismektedir. MD simiilasyonunu
fizyolojik sartlara yakin tutmak icin genelde hem barostat ile basing hem de termostat

ile 1s1 sabit tutulmaktadir [52-55]. MD simiilasyonlariyla olusturulan ligand-protein
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yapilart daha sonra olasi baglanma afinitesi ve dinamik baglanma etkilesimleri

acisindan incelenmektedir.

100K

300K

number of particles
I

a 1000 2000

molecular speed / ms-1

Sekil 1.13: Farkli 1silarda Boltzmann hiz dagilimi gosterilmistir [56].
1.4 Proje Kapsaminda Yapilanlar

On calismalarimizda tasarlanmis ve hFRo biyobelirteg proteinine yiiksek ilgi ile
baglanmas1 Ongoriilen 16 adet peptitin dinamik baglanma iliskileri ve baglanma
enerjileri MD simiilasyon ¢alismalariyla detayli olarak incelenmistir. Bu amagla
oncelikle tiim peptitler hFRa baglanma bolgesine dock edilmistir. Peptit pozlarinin
hFRo baglanma bolgesiyle uyumu (sekil, elektrostatik etkilesim, H-aren bagi
etkilesimi, hidrofobik ve hidrojen bagi etkilesimleri acisindan) peptitlerin afinitesi goz
Online alinarak incelenmistir ve en olast baglanma pozlari 10 ns siireli MD
simiilasyonlar1 igin secilmistir. Simiilasyon ile elde edilen ligand-protein etkilesimleri
incelenmistir ve peptitin baglanma bolgesi icerisinde dinamigi incelenmistir. Ayrica,
peptitlerin protein baglanma bolgesiyle etkilesim enerjileri hesaplanmistir. Bu
caligmalar ile elde edilen bilgiler 151¢inda daha iyi giicli baglanmasi 6ngoriilen
peptitler tasarlanmistir. Bu 1l. nesil peptitler de yine docking c¢aligsmalart ve MD
simiilasyonlart ile detayli olarak incelenmistir. Sonug olarak 16 adet I. nesil peptit i¢in

baglanma etkilesimleri incelenmistir ve toplam 12 adet Il. nesil peptit tasarlanmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Peptit-Bazh Ligandlarin Tasarlanmasi

hFRo-Folik Asit kompleksinin kokristal yapisi (pdb: 4lrh; 2.8A) incelenmistir. Notr
ortamlarda hFRa’ya karsi ¢ok yiiksek ilgi duyan folik asit, reseptoriiyle cok sayida
hidrojen bagi kurmaktadir (Sekil 2.1). Folik asitin 2-aminopteridin-4-on sistemi
Asp81, Argl03, Argl06, His135 ve Ser174 ile hidrojen baglar1 kurmaktadir (HB I
bolgesi). Ayrica, Tyr85 ve Trp171 ile n-wt etkilesimleri kurmaktadir. Folik asitin peptit
baginin amin grubu ve karboksilik asit gruplar1 Trp102, Gly137 ve Trp140 ile hidrojen
baglar1 kurmaktadir (HB II bolgesi). Ligandin bir negatif yiiklii karboksilik asit grubu
pozitif yiiklii Lys137 ile elektrostatik bag kurmaktadir (mesafe ~4A). Kristal yapida
folik asit baglanma bolgesinin hemen yaninda Ser57 ve Trp64 bdlgesinde bulunan ek
baglanma bolgesi (EB) oldugu tespit edilmistir. Bu bolgeyle ligandlarin da etkilesim
kurabilecegi ongoriilmektedir ve peptit tasarimi i¢in de bu bolgeyle etkilesim olmasi

istenmistir.

Sekil 2.1: (A) hFRa’nin Folik Asit baglanma bdlgesinin genel yapisi ve (B)
Baglanma bolgesine ait EB, HB I ve HB II bolgeleri.

hFRa-Folik Asit baglanma iligkilerinden ilham alarak hFRa’nin HB I, HB |l ve EB

bolgeleriyle etkilesim kurmasini 6n gordiiglimiiz peptitler tasarlanmistir. Bu peptitler
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5-7 amino asit uzunlugunda olup, sirasiyla HB I ile etkilesim kurabilmek i¢in Arg(R)
ve Lys(K), EB ile etkilesim kurabilmek i¢in Tyr(Y), His(H) veya Phe(F), HB Il ve
Lys136 ile etkilesim kurabilmek i¢cin Asp(D) veya Glu(E) amino asitlerinden
olusmaktadir. Bu amino asitler arasinda linker olarak Ala(A) veya Gly(G) amino
asitleri yerlestirilmektedir. Peptitlerin son amino asidi olarak DOTA takmak icin
uygun olan Lys(K) secilmistir. Lys(K) yan zincir NHz grubunu miimkiin oldugunca
protein ile etkilesimden korumak i¢in (ve DOTA grubuna yer ayirmak igin) siklik

alifatik C12 zinciri kullanilmistir.

Molekiiler modelleme ¢alismalart i¢in toplam 70 adet peptit tasarlanmistir. Daha sonra
molekiiler modelleme c¢alismalar1 ile bu peptitlerin (70 adet) hFRa baglanma
bolgeleriyle olast baglanma durumlart benzer sekilde arastirilmistir (Sekil 2.1). Bu
arastirmalar sonucunda Tablo 2.1°de yer alan 16 adet peptitin segilerek baglanma
bolgesine yiiksek ilgi ile hedeflemesi uygun olanlar se¢ilmis olup, devaminda sentez

i¢in Onerilmistir.

Tablo 2.1: Bu proje esnasinda sentezlenen peptitler.

Peptid No Sekans Peptid No Sekans
I RFDAK IX HRAFAK

1 RFAAK X KYNAK

" RPAAK XI KYSAK
v RPDAK Xl RFAADK

\% RKAFAK X1l RFSNK

VI KYDAK X1V RPSNK
VI KFDAK XV RYSDDK
VI KYAAK XVI RYSDEK

2.2 Docking Calismalar:

Peptitlerin 3D yapilar1 MOE ile hazirlanmigtir (v2019.0102, Chemical Computing
Group Inc., Montreal, Kanada). C-terminal Lys amino asidi DOTA grubu yerine C12
alifatik halka eklenmistir. Peptitler daha sonra AMBER14:EHT ile minimize
edilmistir.

hFRa protein modeli olarak 4lrh kristal yapist kullanilmistir. Subunit A ve buna baglh

olan folik asit tutulmustur ve diger tim molekiiller silinmistir. Daha sonra MOE
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bilgisayar programinin Protonate 3D yontemi ile hidrojen atomlar1 eklenmistir ve

AMBERI14:EHT ile minimize edilmistir.

Docking c¢alismalart  LeadIT programimnin  FlexX docking yontemiyle
gergeklestirilmistir (v2.3.2, BioSolvelT GmbH, St. Augustin, Almanya). Her peptit

icin en yiiksek skor gosteren 3 poz incelenmek iizere kaydedilmistir.

2.3 Docking Sonuclarmin Analiz Edilmesi

Bu calismalar sonucunda tasarlanmis olan peptitler ile hFRa baglanma bolgesini
hedefleyebilecegimiz dngdriilmiistiir. Ornek olarak molekiiler modelleme sonucunda
elde ettigimiz RFDAK peptitinin olas1 baglanma iliskileri gosterilmektedir (Sekil 2.2).
Burada baglanma bolgesi beyaz ¢izgili ag ile gosterilmistir, hidrojen bag etkilesimleri
kesik kirmizi ¢izgiler ile gdsterilmistir. Ayrica, H-aren bagi etkilesimleri beyaz kesikli
cizgiler ile gosterilmistir. Sekil 2.2°de gortildiigii gibi peptitin Argl ve serbest katyonik
amin grubu HB I bolgesiyle hidrojen baglari etkilesimi kurmaktadir (Phe78 omurga
karbonil grubu; Asp81 ve Thr82 yan zincirleri). Ayrica, Argl bagla HB I bolgesinde
bulunan Tyr85 ve Trpl171 ile katiyon-x etkilesimleri kurmaktadir. Peptitin Asp3 amino
asidi HB I’in His135 ile hidrojen bag etkilesimi kurmaktadir. Peptitin ikinci amino
asidi Phe2 EB bolgesiyle etkilesim halindedir (Ser57 ile H-aren baglar1). Peptitin C-
terminal karboksilik asit grubu ise Gly137 ile hidrojen bagi ve Lys136 ile elektrostatik
etkilesim kurmaktadir (HB II bolgesi). Peptitin Ala4 amino asidi Trp102 ile hidrofobik
etkilesim igindedir ve son amino asidi Lys5 ise protein baglanma bolgesinin disina

dogru bakmaktadir.
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Sekil 2.2: In silico ortamda tasarlanan RFDAK peptitinin molekiiler modelleme ile
elde edilen 6rnek baglanma iliskileri.

2.4 Molekiiler Dinamik (MD) Calismalar:

Tablo 2.1°de yer alan 6n calismalarimizla belirledigimiz rasyonel tasarimla elde
ettigimiz 16 adet peptit yapili-hFRa komplekslerinin MD simiilasyonlariyla Yasara
Structure  yazilimi (v18.8.9, YASARA Biosciences GmbH) yardimiyla
gerceklestirilecektir [57-59]. i1k etapta kompleksler kiiboid kutunun igerisine kutu ile
kompleks arasindaki mesafe en az 10A olacak sekilde yerlestirilecektir. Daha sonra
kutuya su (0.997 g/ml; TIP3P) ve NaCl ilave edilecektir. Simiilasyon periyodik sinir
kosullari, PME yontemi, sabit basing (1 bar, Berendsen, standar ayarlar) sabit 1s1
(300K, Brendsen, standart ayarlar) ve AMBER14 kuvvet alani ile yiiriitiilecektir [59,
60]. Sistemde tiim baglar LINCS ve SETTLE algoritmalariyla sabitlenecektir ve
simiilasyon 2 x 1.25 fs adimlarla yiirtitiilecektir [60, 61]. Simiilasyon 10 ns boyunca
yirtitiilecektir ve her 100 ps’de koordinatlar, hiz ve enerjiler kaydedilecektir.
MM/PBSA ve GBVI/WSA baglanma enerjileri sirastyla Yasara ve MOE (v2020.09,
Chemical Computing Group Inc. Montreal, Kanada) ile hesaplanacaktir. Ayrica
ligand, protein ve baglanma bdlgesine ait RMSD ve RMSF degerleri ve Protein-
Ligand Interaction Fingerprint (PLIF) analizleri MOE ile hesaplanacaktir [62, 63].
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3. BIRINCI NESIiL. TASARLANAN OLASI hFRa LIGANDLARIN
INCELENMESI

Tablo 2.1°de gortldiigli gibi grubumuz tarafindan daha oOnce gergeklestirilen
caligmalarda hFRa biyobelirteg proteinine baglanmasi dngdriilen 16 adet peptit-yapili

ve DOTA baglama yeri i¢eren ligandlar tasarlanmis ve sentezlenmistir.

3.1 Molekiiler Dinamik (MD) Simiilasyonlar:

On calismalarda tasarlanan 16 adet peptitin (Tablo 2.1 ve Ek A) tasarim asamasi
esnasinda elde edilen hFRa-peptit komplekslerinin stabiliteleri ve ligand-protein

etkilesimleri 10 ns’lik MD simiilasyonlariyla incelenmistir.

3.1.1 hFRa-Folik Asit kompleksinin incelenmesi

hFRa-Folik Asit kompleksinin etkilesimleri incelenmistir Ve daha 6nce anlatilmigtir
(Sekil 2.1). Folik asitin pteridin halkasindaki amin grubu ile Asp81 amino asidinin yan
zinciri arasinda hidrojen bagi goriilmektedir. Pteridin halkasinin okso grubu ile
Arg103 amino asidinin yan zinciri arasinda da hidrojen bagi kurulmustur. Bunlara
ilaveten pteridin halkasindaki azotlardan biri Ser174 amino asidinin yan zinciri ile
diger bir azotu ise Asp81 amino asidinin yan zinciri ile hidrojen bagi olustururken,
Tyr85 amino asidi ile de hidrofobik etkilesim yapmaktadir. His135 amino asidinin
omurgasi ile ligandin amit grubuna ait azotu arasinda hidrojen bag1 goriilmektedir.
Ligandin uzun zincir sonunda bulunan karboksilik asit grubu ile Trp102 amino
asidinin yan zinciri ve GIn100 amino asidinin yan zinciri arasinda hidrojen baglari
kurulmustur. Ayni1 zamanda bu karboksilik asit grubu ile Lys136 amino asidi arasinda
elektrostatik etkilesim mevcuttur. Kisa zincir sonunda bulunan karboksilik asit grubu
ile Gly137 amino asidinin omurgasi, Trp138 amino asidinin omurgas: ve Trp140

amino asidinin yan zinciri arasinda hidrojen baglar1 goriilmektedir.
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Sekil 3.1: hFRo-Folik Asit kompleksinin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve
10 ns’lik MD simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma
etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-Folik Asit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2). Folik asitin pteridin halkasindaki amin
grubu ile Asp81 amino asidinin yan zinciri arasinda hidrojen bagi goriilmektedir.
Pteridin halkasinin okso grubu ile Argl03 amino asidinin yan zinciri arasinda da
hidrojen bagi kurulmustur. Bunlara ilaveten pteridin halkasindaki azotlardan biri
Serl74 amino asidinin yan zinciri ile hidrojen bagi yakalamistir. Trp102 amino asidi
ile kurulan hidrojen bagi kaybolmustur. Lys136 amino asidindeki elektrostatik
etkilesim yerini hidrojen bagina birakmistir. Trp140 amino asidinin yan zinciri ile kisa
zincirdeki karboksilik asit arasinda hidrojen bagi vardir, bu karboksilik asit grubunun

0 ns’de gortinen diger hidrojen baglar1 kaybolmustur.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi -9 kcal/mol ile
-8 kcal/mol arasinda bulunmaktadir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF) (B)
hFRa-Folik Asit kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gdsterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri

gosterilmistir.
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3.1.2 hFRa-RFDAK kompleksinin incelenmesi

RFDAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve Thr82
yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir
(Sekil 3.3). Argl(L) amino asidi yan zincir proteinin Asp81 ile hidrojen bagi ve
elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Phe2(L) amino asidi EB’de bulunan Trp64 yan
zinciri ile hidrofobik etkilesim kurmaktadir. Asp3(L) amino asidi Argl03 ile hidrojen
bagi etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi Gly137 ve Trp140 ile hidrojen bagi

etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi ise protein baglanma bdlgesinden

disar1 dogru bakmaktadir.
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Sekil 3.3: Peptit I’in tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4). Argl(L) amino asidi siirekli olarak Asp81,
Thr82, Ser174 ve Phe78 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir.
Phe2(L) amino asidi Trp64 ile hidrofobik etkilesime sahiptir. Asp3(L) amino asidi
Argl103 hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi Trp102 hidrofobik
etkilesim kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi Gly143 ile hidrojen bagi etkilesimi

kurmaktadir.
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Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-11 kcal/mol degerinden -10 kcal/mol degerine kadar ¢ikmaktadir fakat daha sonra
yine -11 kcal/mol degerine inmektedir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF) (B)
hFRo-RFDAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir. MD
simiilasyon boyunca ligand, baglanma bdlgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.



3.1.3 hFRa-RFAAK kompleksinin incelenmesi

RFAAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve Thr82
yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir
(Sekil 3.5). Argl(L) amino asidi yan zinciri proteinin Asp81 ve Serl74 ile hidrojen
bag1 ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Phe2(L) amino asidi EB’de bulunan Ser57
yan zinciri ile H-aren bag: etkilesimi kurmaktadir. Ala3(L) amino asidi His135 ile
hidrojen bag etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi Trp102 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi ise protein baglanma bdlgesinden

disar1 dogru bakmaktadir.
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Sekil 3.5: Peptit 1I’nin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6). Argl (L) amino asidi siirekli olarak Asp81
ve Serl74 ile olusan hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim devam etmektedir. Ayrica,
Trpl71 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. Phe2(L) amino asidi Trp64 ile
hidrofobik etkilesime sahiptir. Ala3(L) amino asidi Trp102 ile H-aren bag etkilesimi
kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi Trp102 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir.
Lys5(L) son amino asidi protein baglanma bolgesinin disina dogru bakmaktadir. Dota
Trp140 ile H-aren bag etkilesimi kurmaktadir.
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Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once

-11 kcal/mol degerinden -10 kcal/mol degerine kadar ¢ikmaktadir, fakat daha sonra
-9 kcal/mol degerine ¢ikmaktadir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF) (B)
hFRo-RFAAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir. MD
simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.
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3.1.4 hFRa-RPAAK kompleksinin incelenmesi

RPAAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve Thr82
yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir
(Sekil 3.7). Argl(L) amino asidi yan zinciri proteinin Asp81 ve His135 ile hidrojen
bagi etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, Trpl71 ile H-aren bag etkilesimi kurmaktadir.
Pro2(L) amino asidi EB’de bulunan Trp64 ile hidrofobik etkilesim kurmaktadir.
Ala3(L) amino asidi Trp102 ile H-aren bag etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino
asidi ile Trp102 ile hidrojen bag1 ve Trpl40 H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir.

Lys5(L) son amino asidi ise protein baglanma bolgesinden disart dogru bakmaktadir.
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Sekil 3.7: Peptit III’iin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.7 ve Sekil 3.8). Argl(L) amino asidi siirekli olarak Asp81
ve Thr82 ile hidrojen bag1 ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Pro2(L) amino asidi
Tyr60 ile hidrofobik etkilesime sahiptir ve Ser57 baglanma bolgesinin disinda
bulunmaktadir. Ala3(L) amino asidi His135 hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir.
Ala4(L) amino asidi higbir bag etkilesimi kurmamaktadir. Lys5(L) son amino asidi

protein baglanma bolgesinden disina dogru bakmaktadir.
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Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-9 kcal/mol degerinden -8 kcal/mol degerine kadar ¢ikmaktadir, fakat daha sonra yine

-9 kcal/mol degerine inmektedir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF) (B)
hFRo-RPAAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir. MD
simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.
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3.1.5 hFRa-RPDAK kompleksinin incelenmesi

RPDAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Tyrl175 omurga karbonil grubu ve
Asp81 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 3.9). Argl(L) amino asidi yan zinciri proteinin Tyr85 ile Trpl71
H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. Pro2(L) amino asidi EB’de bulunan Trp64 ile
hidrofobik etkilesim kurmaktadir. Asp3(L) amino asidi hi¢bir bag etkilesimi
kurmamaktadir. Ala4(L) amino asidi Lys19 ile hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir.
Lys5(L) son amino asidi ise Gly143 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir.

A J Trpb4 B Sers7

il g et [N

! Sers7 2 Bv
1Asp8l Tipl71 &Ry \
)\ R )

Tyrl75 5 PN :
" \?'\}—\,'”TWSS M ’/y)\
I{ RS

o | I Lysl19
() ! .v\< ‘i: W/
Ser174 N Trpl02 Serl74 }
\ U

W IA 103
Arg103 s M\ -

GIn100 GInl100
v o
/

Sekil 3.9: Peptit I'V’iin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.9 ve Sekil 3.10). Argl(L) amino asidi siirekli olarak Asp81
ile hidrojen bag1 ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Ayrica, Serl74 baglanma
bolgesinin disarisinda kalmaktadir. Pro2(L) amino asidi higbir bag etkilesimi
kurmamaktadir. Asp3(L) amino asidi His135 H-aren bag: etkilesimi kurmaktadir.
Ala4(L) amino asidi hi¢bir bag etkilesimi kurmamaktadir. Lys5(L) son amino asidi
Trpl40 ile H-aren bag etkilesimi kurmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-9 kcal/mol degerinden -10 kcal/mol degerine inmektedir, fakat daha sonra yine
-9 kcal/mol degerine ¢ikmaktadir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-RPDAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gdsterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.
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3.1.6 hFRa-RKAFAK kompleksinin incelenmesi

RKAFAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Trp171 omurga karbonil grubu ve
Asp81 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 3.11). Arg1(L) amino asidi yan zinciri proteinin Ser174 ile hidrojen
bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Ayrica, Trpl71 ile H-aren bag: etkilesimi
kurmaktadir. Lys2(L) amino asidi EB’de bulunan Ser57 ve Arg103 yan zinciri ile
hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir. Ala3(L) amino asidi hicbir bag etkilesimi
kurmamaktadir. Phe4(L) amino asidi Trpl02 ile H-aren bag etkilesimine sahiptir.
Ala5(L) amino asidi ise Arg61 ile hidrojen bagi etkilesimine sahiptir. Lys6(L) son
amino asidi Trp140 ile hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir.
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Sekil 3.11: Peptit V’in tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.11 ve 3.12). Arg1(L) amino asidi siirekli olarak Asp81 ile
hidrojen bag1 ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Ayrica, burada Serl74 ve Phe78
baglanma bolgesinin disinda bulunmaktadir. Lys2(L) amino asidi ile higbir bag
etkilesimi kurmamaktadir. Ala3(L) amino asidi His135 ile hidrojen bag: etkilesimi
kurmaktadir. Phe4(L) amino asidi omurga ile Trp102 ve His135 ile H-aren bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ala5(L) amino asidi Trpl40 ile H-aren bagi etkilesimi
kurmaktadir. Lys(6) son amino asidi protein baglanma bdlgesinden disina dogru

bakmaktadir.
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Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-11 kcal/mol degerinden -10 kcal/mol degerine kadar ¢ikmaktadir, fakat daha sonra

yine -9 kcal/mol degerine ¢ikmaktadir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-RKAFAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak
gosterilmistir. MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin
RMSD degerleri gosterilmistir.
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3.1.7 hFRa-KYDAK kompleksinin incelenmesi

KYDAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Tyrl75 omurga karbonil grubu ve
Asp81 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 3.13). Lys1(L) amino asidi yan zinciri proteinin Tyr85 ile Trpl71
H-aren bag etkilesimi kurmaktadir. Tyr2(L) amino asidi EB’de bulunan Arg103 ile
hidrojen bag1 etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, Trp64 ile Phe78 baglanma bolgesinin
disinda kalmaktadir. Asp3(L) amino asidi Trpl38 ile hidrojen bagi etkilesimi
kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi Trpl138 ve Gly137 ile hidrojen bagi etkilesimi
kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi protein baglanma bolgesinden disina dogru

bakmaktadir.
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Sekil 3.13: Peptit VI’nin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.13 ve 3.14). Lys1(L) amino asidi siirekli olarak Asp81 ve
Trpl71 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Ayrica, Serl74
baglanma bolgesinin disarisinda kalmaktadir. Tyr2(L) amino asidi His135 ve Argl03
ile hidrojen bag1 etkilesimine sahiptir ve Trp 64 ile Phe78 baglanma bolgesinin disinda
kalmaktadir. Ayrica, Trp171 ile hidrofobik etkilesime sahiptir. Asp3(L) amino asidi
hicbir bag etkilesimi kurmamaktadir. Ala4(L) amino asidi hicbir bag etkilesimi
kurmamaktadir. Ayrica, GIn100 baglanma bolgesinin disinda kalmaktadir. Lys5(L)

son amino asidi protein baglanma bolgesinden disina dogru bakmaktadir.
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Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-10 kcal/mol degerinden -9 kcal/mol degerine kadar ¢ikmaktadir, fakat daha sonra yine
-8 kcal/mol degerine ¢ikmaktadir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-KYDAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.



3.1.8 hFRa-KFDAK kompleksinin incelenmesi

KFDAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve Thr82
yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir
(Sekil 3.15). Lys1(L) amino asidi yan zinciri proteinin Asp81l ile hidrojen bagi ve
elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Phe2(L) amino asidi EB’de bulunan Trp64 ile
hidrofobik etkilesim kurmaktadir. Asp3(L) amino asidi His135 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi Lys136 ve Trpl02 ile hidrojen bagi

etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi ise Ser101 ile hidrojen bagi etkilesimi

kurmaktadir.
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Sekil 3.15: Peptit VII’nin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.15 ve Sekil 3.16). LysI(L) amino asidi siirekli olarak
Asp81, Thr82 ve Phe78 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir.
Ayrica, Serl74 baglanma bolgesinin digarisinda kalmaktadir. Phe2(L) amino asidi
Tyr60 ile hidrofobik etkilesime sahiptir. Asp3(L) amino asidi Trp102 ile H-aren bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi Trp102 ile H-aren bagi ve hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi protein baglanma bolgesinden disina

dogru bakmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-9 kcal/mol degerinden -10 kcal/mol degerine kadar inmektedir, fakat daha sonra yine
-9 kcal/mol degerine ¢ikmaktadir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-KFDAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.
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3.1.9 hFRa-KYAAK kompleksinin incelenmesi

KYAAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve Thr82
yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bag1 ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir
(Sekil 3.17). Lys1(L) amino asidi yan zinciri proteinin Asp8l ile hidrojen bagi ve
elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Tyr2(L) amino asidi EB’de bulunan Lys54 ile
hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir. Ala3(L) amino asidi Tyr60 ile H-aren bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi Trpl02 ve Trpl138 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi protein baglanma bolgesinden disina

dogru bakmaktadir.

-

Trp64

-

Phe78™y V. |
\ AN TN\
y ) QLSZ\ | \ Phe73
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Asp8l f"‘?\‘ 4 .
S .\ 9 > \\\’TA ] » Asp8l [

A Trpd [ B 'J
\ 1:'3 Lys54 Trp138 Gly143 ?SE!S? Glyl43
H jf s /

Thig2 “_ 3 A
] / % \
V a TG0 ! | \Trploz 4
Serl74 | \ Thige
,“, i / i Gin100
{ } GlnlOD SEII/*I
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Sekil 3.17: Peptit VIII’in tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.17 ve Sekil 3.18). Lys1(L) amino asidi siirekli olarak
Asp81, Thr82 ve Phe78 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir.
Ayrica, Serl74 baglanma bdlgesinin disarisinda kalmaktadir. Tyr2(L) amino asidi
Trp64 ile hidrofobik etkilesime sahiptir. Ala3(L) amino asidi hi¢bir bag: etkilesimi
kurmamaktadir. Ala4(L) amino asidi Trpl02 ile hidrojen bagi ve H-aren bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, GInl100 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir.

Lys5(L) son amino asidi protein baglanma bolgesinden disina dogru bakmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-9 kcal/mol degerinden -8 kcal/mol degerine kadar ¢ikmaktadir, fakat daha sonra yine
-7 kcal/mol degerine ¢ikmaktadir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-KYAAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.



3.1.10 hFRa-HRAFAK kompleksinin incelenmesi

HRAFAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve
Thr82 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 3.19). His1(L) amino asidi yan zinciri proteinin Ser57 hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Arg2(L) amino asidi EB’de bulunan Asp81 ile hidrojen bagi
etkilesimi ve Trpl71 ile H-aren bag: etkilesimi kurmaktadir. Ala3(L) amino asidi
His135 ile hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir. Phe4(L) amino asidi Trp102 H-aren
bag1 etkilesimi kurmaktadir. Ala5(L) amino asidi Lys19 ile hidrojen bag: etkilesimi
kurmaktadir. Lys(6) son amino asidi protein baglanma bdlgesinden disina dogru
bakmaktadir.

A
f’c’.lym
Tp6d , o=}
0 AN
\ : ,
Phe78 \’ -~ 71l /
T ” . LN
. \‘-.. ,' 2 < - -
ThlSZ - ’ / /
AspBl \ (’)*- His135 TrplOZ' ) Y17
Trpl71 ~——— e N
- Argl03 = IGin100 e

Serl74 \ Ginl00

Sekil 3.19: Peptit IX’un tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.19 ve Sekil 3.20). His1(L) amino asidi siirekli olarak Thr82
ile hidrojen bag1 ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Ayrica, Serl74 baglanma
bolgesinin disarisinda kalmaktadir. Arg2(L) amino asidi Asp81 ile hidrojen bag:
etkilesimi kurmaktadir. Ala3(L) amino asidi higbir bag etkilesimi kurmamaktadir.
Phe4(L) amino asidi Lys136 ve Trpl02 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir.
Ala5(L) amino asidi higbir bag etkilesimi kurmamaktadir. Lys(6) son amino asidi

Ser101 ile hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir.
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Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk once
-11 kcal/mol degerinden - 12 kcal/mol degerine kadar inmektedir, fakat daha sonra

yine -9 kcal/mol degerine ¢ikmaktadir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-HRAFAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak
gosterilmistir. MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin
RMSD degerleri gosterilmistir.
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3.1.11 hFRoe-KYANK kompleksinin incelenmesi

KYANK dizili peptitin N-terminal amin grubu Tyrl75 omurga karbonil grubu ve
Asp81 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 3.21). Lys1(L) amino asidi yan zinciri proteinin Thr82 ile hidrojen
bagi ve Trpl71 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. Tyr2(L) amino asidi hi¢bir bag
etkilesimi kurmamaktadir. Ala3(L) amino asidi Phe62 ile H-aren bagi etkilesimi
kurmaktadir. Asn4(L) amino asidi Lys19 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir.
Lys5(L) son amino asidi protein baglanma boélgesinden disina dogru bakmaktadir.

A B

ol o A SO Gly143 ¢ Gly143

A\ y 7
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A\pSl 38 i~ / Phel8 Thr82
')' ]Trpl 71 \ A r ‘ Fpr02
/
Tyn7shy S \ Lys19) & ]
L] | ArquB%J Asp81 Arg103
o \ ;
Hisl
=t . . S . / TrplOZ 1S
Serl74 Glnlo(l
Glnloo v /(SerlM
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Sekil 3.21: Peptit X un tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.21 ve Sekil 3.22). Lys1(L) amino asidi siirekli olarak
Asp81 ve Thr82 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Ayrica,
Ser174 baglanma bolgesinin disarisinda kalmaktadir. Tyr2(L) amino asidi Tyr60 ile
hidrofobik etkilesime sahiptir. Ala3(L) amino asidi higbir bag etkilesimi
kurmamaktadir. Asn4(L) amino asidi His135 ile hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir.

Lys5(L) son amino asidi protein baglanma bolgesinden digina dogru bakmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-11 kcal/mol degerinden -10 kcal/mol degerine kadar ¢ikmaktadir, fakat daha sonra
yine -9 kcal/mol degerine ¢ikmaktadir (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-K'YANK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.
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3.1.12 hFRo-KYSAK kompleksinin incelenmesi

KYSAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve Thr82
yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir
(Sekil 3.23). Lysl(L) amino asidi yan zinciri proteinin Asp81 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Tyr2(L) amino asidi EB’de bulunan Lys54 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ser3(L) amino asidi Trpl102 ile H-aren bagi etkilesimi
kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi GIn100 ve Trpl02 ile hidrojen bagi etkilesimi
kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi Trp140 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir.

N Gly143 -
Trp64 y /
Lys54 f-'l” ye Llo Trpb4 Gly143
1T -
i j‘ 1 SerS7 o qp )
O N Phwg(\ TN hee: ! imiao
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NS ) P N Asp8l &1 ‘
W0 i L% o
Thr82 AA N & 4 / ¢4
VS » A M Thes2 ;4 i
~ ) g o i
Asp81 ‘\j J e==KTrp102 e~ T p102
‘X Glugé
- '

\

. “N_  Gln100
Y | n
/ J Argl03 Gin100

Arglo3 \, /

Sekil 3.23: Peptit XI’in tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.23 ve Sekil 3.24). LysI(L) amino asidi siirekli olarak
Asp81, Glu86 ve Thr82 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir.
Tyr2(L) amino asidi Trp64 ile hidrofobik etkilesime sahiptir. Ser3(L) amino asidi
Phe62 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi hi¢bir bag
etkilesimi kurmamaktadir. Lys5(L) son amino asidi Trp140 ile H-aren bag etkilesimi

kurmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-11 kcal/mol degerinden -10 kcal/mol degerine kadar ¢cikmaktadir, fakat daha sonra
yine -9 kcal/mol degerine ¢ikmaktadir (Sekil 3.24).
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Sekil 3.24: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-KYSAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.

3.1.13 hFRe-RFAADK kompleksinin incelenmesi

RFAADK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve
Thr82 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 3.25). Arg1(L) amino asidi yan zinciri proteinin Asp81 ve Serl74

yan zinciri ile hidrojen bag1 ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Ayrica, Trpl71 ile
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H-aren bag etkilesimi kurmaktadir. Phe2(L) amino asidi EB’de bulunan Trp64 ile
hidrofobik etkilesim kurmaktadir. Ala3(L) amino asidi His135 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi higbir bag etkilesimi kurmamaktadir.
Asp5(L) amino asidi ise Trpl102, GIn100, Lys136, Gly137, Trp138 ve Trpl140 ile
hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Lys6(L) son amino asidi protein baglanma

bolgesinden digina dogru bakmaktadir.

A Ser57 (,;M“ L @erpm
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Sekil 3.25: Peptit XII’nin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.25 ve Sekil 3.26). Argl(L) amino asidi siirekli olarak
Asp81 ve Glu86 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Ayrica,
Tyr60 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. Phe2(L) amino asidi Phe78 ile
hidrofobik etkilesim halindedir. Ala3(L) amino asidi Trp102 ile H-aren bag: etkilesimi
kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi higbir bag etkilesimi kurmamaktadir. Asp5(L)
amino asidi GIn100 ile hidrojen bag: etkilesimi ve Trp102 ile H-aren bag: etkilesimi
kurmaktadir. Lys6(L) son amino asidi protein baglanma bolgesinden disar1 dogru

bakmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-11 kcal/mol degerinden -10 kcal/mol degerine kadar ¢cikmaktadir, fakat daha sonra
yine -9 kcal/mol degerine ¢ikmaktadir (Sekil 3.26).
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Sekil 3.26: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-RFAADK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak
gosterilmistir. MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin
RMSD degerleri gosterilmistir.
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3.1.14 hFRoe-RFSNK kompleksinin incelenmesi

RFSNK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve Thr82
yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir
(Sekil 3.27). Argl(L) amino asidi yan zincirinin proteinin Asp81 ve His135 ile
hidrojen bag1 ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Ayrica, Tyr85 ile H-aren bagi
etkilesimi kurmaktadir. Phe2(L) amino asidi EB’de bulunan Trp64 ile hidrofobik
etkilesim ve Phe62 ile H-aren bag: etkilesimi kurmaktadir. Ser3(L) amino asidi higbir
bag etkilesiminde bulunmamaktadir. Asn4(L) amino asidi Lys19 ile hidrojen bagi
etkilesimi ve Trpl02 ile H-aren bagi etkilesimi halindedir. Lys5(L) son amino asidi

ise Trp138 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir.

P Trp64 7
A { B Z\e" ‘)619143
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Sekil 3.27: Peptit XIII’iin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.27 ve Sekil 3.28). Argl(L) amino asidi siirekli olarak
Asp81 ve Thr82 ile olusan hidrojen bag1 ve elektrostatik etkilesim devam etmektedir.
Phe2(L) amino asidi Trp64 ile hidrofobik etkilesime sahiptir. Ser3(L) amino asidi
Trpl02 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. Asn4(L) amino asidi higbir bag
etkilesiminde bulunmamaktadir. Lys5(L) son amino asidi protein baglanma bdlgesinin

disina dogru bakmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-10 kcal/mol degerinden -11 kcal/mol degerine kadar inmektedir, fakat daha sonra yine
-10 kcal/mol degerine ¢ikmaktadir (Sekil 3.28).
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Sekil 3.28: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-RFSNK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.

3.1.15 hFRoe-RPSNK kompleksinin incelenmesi

RPSNK dizili peptitin N-terminal amin grubu Trpl71 omurga karbonil grubu ve
Asp81 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 3.29). Argl(L) amino asidi yan zincirinin proteinin Trpl71 ile
H-aren bag etkilesimi kurmaktadir. Pro2(L) amino asidi EB’de bulunan Phe62 ile
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hidrofobik etkilesime sahiptir. Ser3(L) amino asidi His135 ile hidrojen bagi etkilesimi
kurmaktadir. Asn4(L) amino asidi Lys19 ve Trpl02 ile hidrojen bagi etkilesimi
kurmaktadir. Ayrica, Trp102 ile H-aren bagi etkilesimi mevcuttur. Lys5(L) son amino

asidi ise Ser101 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir.
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Sekil 3.29: Peptit XIV’iin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.29 ve 3.30). Arg1l(L) amino asidi siirekli olarak Asp81 ile
hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim devam etmektedir. Ayrica, Phe62 ile H-aren
bagi etkilesimi mevcuttur. Pro2(L) amino asidi Phe62 ile hidrofobik etkilesime
sahiptir. Ser3(L) amino asidi His135 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Asn4(L)
amino asidi Ser101 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi

protein baglanma bolgesinin disina dogru bakmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk once
-9 kcal/mol degerinden -7 kcal/mol degerine kadar ¢ikmaktadir, fakat daha sonra yine
-8 kcal/mol degerine inmektedir (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-RPSNK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.

3.1.16 hFRe-RYSDDK kompleksinin incelenmesi

RYSDDK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve
Thr82 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 3.31). Argl(L) amino asidi yan zincirinin proteinin Asp81 ve
Serl74 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Ayrica, Trpl71 ve
Tyr85 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. Tyr2(L) amino asidi EB’de bulunan
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Ala52 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Ser3(L) amino asidi His135 ile
hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, Trp102 ve Hisl35 ile H-aren bag:
etkilesimi kurmaktadir. Asp4(L) amino asidi Trp140 ve Trpl38 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, Trpl02 ile H-aren bag etkilesimi mevcuttur. Asp5(L)
amino asidi ise Trp102 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Lys6(L) son amino

asidi protein baglanma bdlgesinden disina dogru bakmaktadir.

A
SerS7 r Gly143 Trp64 5 &
Tip6a Ao i er ~Gly1a3
29, 27
3 Tlpl40‘ \ Alas2 Trp140
Ala52 \‘ \ P / 9 th&g
Phe78 ¥ W \ V
"\
Thig2 ) G /L,—'é
Ny
b 4" (¢ =3
As 81 /Tr 171 b ]
4 \ i (.x'i» ! Trp102
-/\\ VA ;
TyrSS\ ~ His13s J Trpl02 P Ser101
S NACIN Ser174
I, Arg103 7 }/GIHIOO Arg103
’Ser174 GIn100

Sekil 3.31: Peptit XV’in tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.31 ve Sekil 3.32). Argl(L) amino asidi siirekli olarak
Asp81 ve Serl74 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Tyr2(L)
amino asidi Ala52 ile hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir. Ser3(L) amino asidi higbir
bag etkilesimi kurmamaktadir. Asp4(L) amino asidi Trp102 ile H-aren bagi etkilesimi
kurmaktadir. Asp5(L) amino asidi Trp140 ve Gly137 ile hidrojen bagi etkilesimi
kurmaktadir. Lys6(L) son amino asidi protein baglanma bdlgesinden disar1 dogru

bakmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk 6nce
-11 kcal/mol degerinden -10 kcal/mol degerine kadar ¢cikmaktadir, fakat daha sonra
yine -10 kcal/mol degerine donmektedir (Sekil 3.32).
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Sekil 3.32: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-RYSDDK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak
gosterilmistir. MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin
RMSD degerleri gosterilmistir.

3.1.17 hFRoe-RYSDEK kompleksinin incelenmesi

RYSDEK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve
Asp81 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 3.33). Arg1(L) amino asidi yan zincirinin proteinin Thr82 ve Phe78
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ile hidrojen bag1 ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Ayrica, Trpl71 ve Trp64 ile
H-aren bag etkilesimi kurmaktadir. Tyr2(L) amino asidi EB’de bulunan Glu51 ile
hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Ser3(L) amino asidi Phe62 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Asp4(L) amino asidi Arg6l ve Lys19 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, Trpl02 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir.
Glu5(L) amino asidi ise Lys19 ile hidrojen bag etkilesimi kurmaktadir. Lys6(L) son

amino asidi Ser101 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir.

A \_ Gst

p \ Trp64
Ala52 .
o Irg61 ,Lysld
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/,L s u 170
s ) r”n = | ¥
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7 Tr 1[1 2 o>
Phes] | { P T,pm G Thr82
Trpl34 '/ - Ser101
f ' -
. \ B 'H.sn);. lLys136 Glugé  ys19 Gln100
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Ser174 \ Gly137~

Sekil 3.33: Peptit XVI'nin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 3.33 ve Sekil 3.34). Argl(L) amino asidi siirekli olarak
Asp81, Glu86 ve Thr82 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir.
Tyr2(L) amino asidi Glu86 ile hidrojen bagi etkilesimi ve Tyr60 ile hidrofobik
etkilesim kurmaktadir. Ser3(L) amino asidi Ile170 ile hidrojen bagi etkilesimi
kurmaktadir. Asp4(L) amino asidi GIn100 hidrojen bagi ve Trp138 ile H-aren bagi
etkilesimi kurmaktadir. Glu5(L) amino asidi Gly137 ile hidrojen bagi etkilesimi
kurmaktadir. Lys6(L) son amino asidi Trp140 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-11 kcal/mol degerinden -12 kcal/mol degerine kadar inmektedir, fakat daha sonrayine

-11 kcal/mol degerine ¢ikmaktadir.
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Sekil 3.34: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-RYSDEK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.
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4. IKINCIi NESIL OLASI hFRa LIGANDLARIN INCELENMESI

[lk asamada tasarlanan ligandlari yapilarim1 MD simiilasyonlariyla stabilitelerini
inceledigimizde bunlar arasinda stabil kalan pozlarin oldugu ve bazilarinin ise stabil
olarak kalma durumlarinin zamanla degistigi gozlemlenmistir. Bizim bu 6n
aragtirmadan beklentimiz ise MD simiilasyon boyunca bu stabil kalma durumlarinin
cok Onemli degisiklige ugramamasidir. Onun ig¢in elimizdeki ligand adaylarmin
sayisini ne kadar nitelikli olarak arttirabilirsek ileride de bunlar arasindan gelecekte
kullanilmak amaciyla umut vadeden yapilar1 segmemiz daha kolay olacaktir. Tablo

4.1°de tasarlanan birinci gruptaki peptitlerin incelenmesi sonrasi gelistirilen ikinci

nesil peptitler bulunmaktadir.

Tablo 4.1: Bu proje esnasinda 6nerilen yeni nesil peptitler.

Peptid No Sekans Peptid No Sekans
XVII KHEFK XX RWEFK
XVIII KRDAK XXIV RWHAK
XIX KSANK XXV RWHDDK

XX RFAFAK XXVI RWYAK
XXI RWAAK XXVII RYSSK
XXII RWEAK XXVIII RYDAK

4.1 Molekiiler Dinamik (MD) Simiilasyonlari

On ¢alismalarimizdan sonra tasarlanan ve sentezlenen 16 adet peptitin (Tablo 2.1 ve
Ek A) rasyonel tasarimlari incelendikten sonra gelistirilen 1. nesil 12 adet peptitlerin
hFRa ile olas1 stabiliteleri ve ligand-protein etkilesimleri 10 ns’lik MD

simiilasyonlariyla (Tablo 4.1 ve Ek A) incelenmistir.

4.1.1 hFRa-KHEFK kompleksinin incelenmesi

KHEFK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve Asp81
yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir
(Sekil 4.1). Lysl(L) amino asidi Leu84 ve Thr82 ile hidrojen bagi etkilesimi
kurmaktadir. Ayrica, Trpl71 ve Tyr85 ile H-aren bagi etkilesimi mevcuttur. His2(L)
amino asidi EB’de bulunan Glu86 ile hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir. Ayrica,

Tyr60 ile H-aren bag: etkilesimine sahiptir. Glu3(L) amino asidi Arg103 ve His135 ile
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hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Phe4(L) amino asidi Trp102 ile H-aren bagi ve
Lys136 hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi protein

baglanma bolgesinden disar1 dogru bakmaktadir.

L

A - : B
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“wTrpbd
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—_— '§m7 )Q \ Tyr60 l
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Sekil 4.1: Peptit XVII’nin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gbozlenmemektedir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Lys1(L) amino asidi siirekli olarak Asp81,
Thr82, Serl74 ve Tyrl75 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir.
Ayrica, Trpl71 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. His2(L) amino asidi Glu86 ile
hidrojen bagi etkilesimi ve Phe62 ile H-aren bag: etkilesimine sahiptir. Glu3(L) amino
asidi Argl03 ile hidrojen bagi etkilesimi ve Phe62 ile H-aren bagi etkilesimi
kurmaktadir. Phe4(L) amino asidi Trp140 ile hidrofobik etkilesim kurmaktadir.
Lys5(L) son amino asidi protein baglanma bodlgesinden disart dogru bakmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-8 kcal/mol degerinden -6 kcal/mol degerine kadar ¢ikmaktadir, fakat daha sonra yine
-7 kcal/mol degerine inmektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF) (B)
hFRa-KHEFK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir. MD
simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.

4.1.2 hFRa-KRDAK kompleksinin incelenmesi

KRDAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve Thr82
yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir
(Sekil 4.3). Lys1(L) amino asidi Asp81l ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir.
Ayrica, Trpl71 ile H-aren bag etkilesimi mevcuttur. Arg2(L) amino asidi EB’de
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bulunan Glu51, Ala52 ve Thr82 ile hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir. Asp3(L)
amino asidi Arg103 ve His135 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino
asidi GIn100, Trp102 ve Lys136 ile hidrojen bag1 etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son

amino asidi Ser101 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir.

A Trp64 ‘\.GIuSl B
ARS2 =gt [
“ u~ \Ser57
Phe78 Y o
“\\,
Asp81 «ThrSZH
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Leusd) " o\ A /

V‘II)’!US [} Tvr85 .
AL yr
[.) D Tr 171 \ pm? ‘ '

I N
Ser174 ; ’_\, 1 Ser101

His135
Argl03

. 'GInlOO

Sekil 4.3: Peptit XVIII’in tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Lys1(L) amino asidi siirekli olarak Asp81
ile hidrojen bag1 ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Ayrica, Tyr85 ve Trpl71 ile
H-aren bag etkilesimi kurmaktadir. Arg2(L) amino asidi Ala52 ve Phe62 ile hidrojen
bagi etkilesimi kurmaktadir. Asp3(L) amino asidi Argl106 ile hidrojen bag etkilesimi
kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi His135 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir.
Lys5(L) son amino asidi protein baglanma bolgesinden digar1 dogru bakmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-4 kcal/mol degerinden -6 kcal/mol degerine kadar inmektedir, fakat daha sonra yine
-9 kcal/mol degerine inmektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF) (B)
hFRo-KRDAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir. MD
simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.

4.1.3 hFRa-KSANK kompleksinin incelenmesi

KSANK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve Thr82
yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir
(Sekil 4.5). Lys1(L) amino asidi Asp81 ile hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir.
Ayrica, Trpl71 ile H-aren bagi etkilesimi mevcuttur. Ser2(L) amino asidi EB’de
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bulunan Glu86 ve His135 ile hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir. Ala3(L) amino
asidi hi¢bir bag etkilesimi kurmamaktadir. Asn4(L) amino asidi Lys19 ve Arg61 ile
hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi protein baglanma

bolgesinden disar1 dogru bakmaktadir.
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Sekil 4.5: Peptit XIX’un tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢cok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). Lys1(L) amino asidi siirekli olarak Asp81,
Glu86 ve Thr82 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Ayrica,
Trpl71 ile H-aren bag etkilesimi kurmaktadir. Ser2(L) amino asidi Phe62 ile H-aren
bagi etkilesimine sahiptir. Ala3(L) amino asidi hi¢bir bag etkilesimi kurmamaktadir.
Asn4(L) amino asidi higbir bag etkilesimi kurmamaktadir. Lys5(L) son amino asidi

protein baglanma bodlgesinden disar1 dogru bakmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-6 kcal/mol degerinden -5 kcal/mol degerine kadar ¢ikmaktadir, fakat daha sonra yine
-5 kcal/mol degerine donmektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF) (B)
hFRo-KSANK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gdsterilmistir. MD
simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri

gosterilmistir.
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4.1.4 hFRa-RFAFAK kompleksinin incelenmesi

RFAFAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Tyrl75 omurga karbonil grubu ve
Asp81 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi1 ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 4.7). Argl(L) amino asidi Thr82 ve Vall07 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, Tyr85 ve Trp171 ile H-aren bag etkilesimi mevcuttur.
Phe2(L) amino asidi EB’de bulunan Phe62 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir.
Ala3(L) amino asidi His135 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Phe4(L) amino
asidi Trp102 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. Ala5(L) amino asidi Gly137 ile
hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Lys6(L) son amino asidi protein baglanma

bolgesinden digar1 dogru bakmaktadir.
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Sekil 4.7: Peptit XX’nin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). Arg1(L) amino asidi siirekli olarak Asp81,
Val107 ve Serl74 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Ayrica,
Trpl71 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. Phe2(L) amino asidi Tyr60 ile H-aren
bagi etkilesimi kurmaktadir. Ala3(L) amino asidi Phe62 ile H-aren bag: etkilesimi
kurmaktadir. Phe4(L) amino asidi Trp102 ile H-aren bag: etkilesimi kurmaktadir.
Ala5(L) amino asidi higbir bag etkilesimi kurmamaktadir. Lys6(L) son amino asidi

protein baglanma bolgesinden disar1 dogru bakmaktadir.
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Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk once
-10 kcal/mol degerinden -8 kcal/mol degerine kadar ¢ikmaktadir, fakat daha sonra yine
-10 kcal/mol degerine inmektedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF) (B)
hFRa-RFAFAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri

gosterilmistir.
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4.1.5 hFRa-RWAAK kompleksinin incelenmesi

RWAAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve
Thr82 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 4.9). Argl(L) amino asidi Asp81, Glu86 ve Serl74 ile hidrojen
bagi etkilesimi kurmaktadir. Trp2(L) amino asidi EB’de bulunan Lys54 ve His135 ile
hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Ala3(L) amino asidi Tyr60 ile H-aren bag:
etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi Trpl02 ve Argl03 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, Trp102 ile H-aren bagi etkilesimi mevcuttur. Lys5(L)
son amino asidi protein baglanma bolgesinden disar1 dogru bakmaktadir. Dota Trp140
ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir.
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Sekil 4.9: Peptit XXI’in tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Argl(L) amino asidi siirekli olarak
Asp81, Thr82 ve Glu86 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir.
Ayrica, Trpl71 ile de H-aren bag etkilesimi kurmaktadir. Trp2(L) amino asidi Tyr64
ile H-aren bag: etkilesimi kurmaktadir. Ala3(L) amino asidi hi¢bir bag etkilesimi
kurmamaktadir. Ala4(L) amino asidi Arg103 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir.
Lys5(L) son amino asidi Leu59 ile hidrojen bag: etkilesimi ve Trp102 ile H-aren bagi

etkilesimi kurmaktadir.
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Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-8 kcal/mol degerinden -9 kcal/mol degerine kadar inmektedir, fakat daha sonra yine
-8 kcal/mol degerine donmektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-RWAAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gdsterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.
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4.1.6 hFRa-RWEAK kompleksinin incelenmesi

RWEAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve Thr82
yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir
(Sekil 4.11). Arg1(L) amino asidi Asp81, Glu86 ve Serl74 ile hidrojen bagi etkilesimi
kurmaktadir. Trp2(L) amino asidi EB’de bulunan Phe62 ile hidrofobik etkilesim
kurmaktadir. Glu3(L) amino asidi Tyr85, Argl03 ve His135 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, Trpl102 ile H-aren bag etkilesimi mevcuttur. Ala4(L)
amino asidi GIn100, Trpl02 ve Lys136 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir.
Lys5(L) son amino asidi protein baglanma bolgesinden disart dogru bakmaktadir.
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Sekil 4.11: Peptit XXII’nin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12). Argl(L) amino asidi siirekli olarak
Asp81, Thr82, Glu86 ve Serl74 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir. Trp2(L) amino asidi Trp64 ile hidrofobik etkilesim kurmaktadir. Ayrica,
Phe78 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Glu3(L) amino asidi Argl03 ile
hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi Trp102, Arg103 ve His135
ile hidrojen bag etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi protein baglanma

bolgesinden disar1 dogru bakmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-9 kcal/mol degerinden -8 kcal/mol degerine kadar ¢ikmaktadir, fakat daha sonra yine
-10 kcal/mol degerine inmektedir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-RWEAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gdsterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri

gosterilmistir.
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4.1.7 hFRa-RWEFK kompleksinin incelenmesi

RWEFK dizili peptitin N-terminal amin grubu Phe78 omurga karbonil grubu ve Thr82
yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir
(Sekil 4.13). Arg1(L) amino asidi Asp81, Glu86 ve Serl74 ile hidrojen bagi etkilesimi
kurmaktadir. Trp2(L) amino asidi EB’de bulunan Phe62 ile H-aren bagi etkilesimi
kurmaktadir. Glu3(L) amino asidi Tyr85, Argl03 ve His135 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Phe4(L) amino asidi GIn100 ve Trpl02 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, Trp102 ile H-aren bagi etkilesimi mevcuttur. Lys5(L)

son amino asidi His135 ve Lys136 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir.
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Sekil 4.13: Peptit XXIII’lin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14). Argl(L) amino asidi siirekli olarak
Asp8l, Thr82, Glu86 ve Serl74 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir. Ayrica, Tyr85 ile H-aren bagi etkilesimi mevcuttur. Trp2(L) amino asidi
Ala52 ve Phe62 ile H-aren bagi etkilesimi ve Trp64 ile hidrofobik etkilesim
kurmaktadir. Glu3(L) amino asidi hi¢bir bag etkilesimi kurmamaktadir. Phe4(L)
amino asidi Argl03 ve Argl06 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Ayrica,
Trpl140 ile hidrofobik etkilesim kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi protein

baglanma bolgesinden disar1 dogru bakmaktadir.
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Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk once
-8 kcal/mol degerinden -9 kcal/mol degerine kadar inmektedir, fakat daha sonra yine
-8 kcal/mol degerine ¢ikmaktadir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-RWEFK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.
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4.1.8 hFRa-RWHAK kompleksinin incelenmesi

RWHAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Tyrl75 omurga karbonil grubu ve
Asp81 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 4.15). Argl(L) amino asidi Thr82, Glu86 ve Serl74 ile hidrojen
bagi etkilesimi kurmaktadir. Trp2(L) amino asidi EB’de bulunan Leu59 ile hidrojen
bagi etkilesimi kurmaktadir. His3(L) amino asidi Arg103 ve Argl06 ile hidrojen bag1
etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, Tyr60 ve Trpl02 ile H-aren bagi etkilesimi
kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi GIn100, Trpl02 ve Argl03 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi protein baglanma bolgesinden disari

dogru bakmaktadir. Dota Trp140 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir.
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Sekil 4.15: Peptit XXIV’iin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16). Argl(L) amino asidi siirekli olarak
Asp81l, Thr82, Ser174 ile hidrojen bag1 ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Trp2(L)
amino asidi Ala52 hidrojen bagi etkilesimi ve Trp64 ile hidrofobik etkilesim
kurmaktadir. His3(L) amino asidi Arg61 hidrojen bagi etkilesimi ve Trp140 ile H-aren
bagi etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi Arg103 ve His135 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi Trp140 ile H-aren bagi etkilesimi

kurmaktadir.
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Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk once
-8 kcal/mol degerinden -9 kcal/mol degerine kadar inmektedir, fakat daha sonra yine
-9 kcal/mol degerine donmektedir (Sekil 4.16).

.I"h
]

Smaprhet every 10 p=

uilm."

— !Illll
Trpl4l{AR) %I

II-II (TAUM [ REET MO -

i
g F g 3 =
7 §§ : g g g g & § 2 z
3 % ¥ 8 EOF 3 E E
B
-5
- —— Ligand Poclet Protein
- &
= s
2 8 )
- =
2 Z 4
R :
k= 3
L'J'&n £l
2 10
= 2
-11 1 |
|
-12 ]
01 2 3 4 &5 & T 8 © 10 ] 1 2 3 4 & & T g & 10

Time {ns) Time {n s}T

Sekil 4.16: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-RWHAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.
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4.1.9 hFRa-RWHDDK kompleksinin incelenmesi

RWHDDK dizili peptitin N-terminal amin grubu Tyr175 omurga karbonil grubu ve
Asp81 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 4.17). Argl(L) amino asidi Serl74 ile hidrojen bag: etkilesimi
kurmaktadir. Ayrica, Trpl71 ile H-aren bag: etkilesimi mevcuttur. Trp2(L) amino
asidi EB’de bulunan Tyr60 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. His3(L) amino
asidi Trp102 ile hem hidrojen bagi hem de H-aren bagi etkilesimi ve His135 ile
hidrojen bag etkilesimi kurmaktadir. Asp4(L) amino asidi Lys19 ile hidrojen bag1 ve
Trpl02 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. Asp5(L) amino asidi Ser101, Lys136
ve Trp140 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Lys6(L) son amino asidi protein

baglanma bolgesinden disar1 dogru bakmaktadir.
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Sekil 4.17: Peptit XXV’in tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18). Argl(L) amino asidi siirekli olarak
Asp8l ve Serl174 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Trp2(L)
amino asidi Glu86 ile hidrojen bagi etkilesimi ve Tyr60 ile hidrofobik etkilesim
kurmaktadir. His3(L) amino asidi Lys136 ile H-aren bag: etkilesimi kurmaktadir.
Asp4(L) amino asidi higbir bag etkilesimi kurmamaktadir. Asp5(L) amino asidi
Lys136 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Lys6(L) son amino asidi protein

baglanma bolgesinden disar1 dogru bakmaktadir.
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Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-9 kcal/mol degerinden -8 kcal/mol degerine kadar ¢ikmaktadir, fakat daha sonra yine
-7 kcal/mol degerine ¢ikmaktadir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-RWHDDK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak
gosterilmistir. MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bdlgesi ve proteinin
RMSD degerleri gosterilmistir.
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4.1.10 hFRo-RWYAK kompleksinin incelenmesi

RWHAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Tyrl75 omurga karbonil grubu ve
Asp81 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 4.19). Argl(L) amino asidi Thr82 ve Glu86 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, Trpl71 ile H-aren bagi etkilesimi mevcuttur. Trp2(L)
amino asidi EB’de bulunan Tyr60 ve Trp64 ile H-aren bag: etkilesimi kurmaktadir.
Tyr3(L) amino asidi Trpl02 ile H-aren bag: etkilesimi ve His135 ile hidrofobik
etkilesim kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi Argl03 ve Hisl35 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, Trpl02 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir.
Lys5(L) son amino asidi protein baglanma bolgesinden disar1 dogru bakmaktadir. Dota

Trp140 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir.
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Sekil 4.19: Peptit XXVI'nin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gbozlenmemektedir (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). Argl(L) amino asidi siirekli olarak
Asp8l, Thr82, Glu86 ve Serl74 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir. Ayrica, Tyr60 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. Trp2(L) amino
asidi Phe62 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. Tyr3(L) amino asidi Trpl71 ile
H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi Argl03 ile hidrojen bag1
etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi Trp140 ile H-aren bagi etkilesimi

kurmaktadir.
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Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-9 kcal/mol degerinden -8 kcal/mol degerine kadar ¢ikmaktadir, fakat daha sonra yine
-9 kcal/mol degerine inmektedir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-RWYAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gdsterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.
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4.1.11 hFRo-RYSSK kompleksinin incelenmesi

RYSSK dizili peptitin N-terminal amin grubu Tyrl75 omurga karbonil grubu ve
Asp81 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi1 ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 4.21). Argl(L) amino asidi Leu84 ve Serl74 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Tyr2(L) amino asidi EB’de bulunan Phe62 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ser3(L) amino asidi Trp134 ve His135 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, His135 ile H-aren bagi etkilesimi mevcuttur. Ser4(L)
amino asidi Trpl02 ve Lys136 ile hidrojen bag1 etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son

amino asidi protein baglanma bolgesinden disar1 dogru bakmaktadir.
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Sekil 4.21: Peptit XXVII’nin tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik
MD simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22). Argl(L) amino asidi siirekli olarak
Asp81 ve Serl74 ile hidrojen bag1 ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Tyr2(L)
amino asidi Phe62 ile H-aren bagi ve Glu86 ile hidrojen bag etkilesimi kurmaktadir.
Ser3(L) amino asidi Trp134 ile hidrojen bag:i ve Trp138 ile H-aren bag: etkilesimi
kurmaktadir. Ser4(L) amino asidi His135 ile hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir.
Lys5(L) son amino asidi protein baglanma bolgesinden disar1 dogru bakmaktadir.

Kompleksin GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk 6nce -9 kcal/mol degerinden
-8 kcal/mol degerine kadar ¢cikmaktadir, fakat daha sonra yine - 9 kcal/mol degerine
inmektedir (Sekil 4.22).

78



Smapehet every 108

=
]
— v
= 10mz
s¢ 2 g3 giffz § § 3¢ gE ;@
P § i g 1 g”” 2 F iEF 3
B - 5._1 E-%E i Aa E -r'E @
B
Ligand Focloet Proten

GBYI/WEA
Binding Enerzgy (lieal mol)
éa

o0 1 2 3 4 &5 & 7 8
Time {n=)

Sekil 4.22: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)
(B) hFRa-RYSSK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir.
MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.

4.1.12 hFRo-RYDAK kompleksinin incelenmesi

RYDAK dizili peptitin N-terminal amin grubu Tyrl75 omurga karbonil grubu ve
Asp81 yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim
kurmaktadir (Sekil 4.23). Argl(L) amino asidi Asp81, Thr82 ve Serl74 ile hidrojen
bagi etkilesimi kurmaktadir. Tyr2(L) amino asidi EB’de bulunan Thr82 ile H-aren bagi
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etkilesimi kurmaktadir. Ayrica, Tyr60 ile hidrofobik etkilesim kurmaktadir. Asp3(L)
amino asidi Arg103 ve Argl06 ile hidrojen bagi etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L)
amino asidi GInl100, Ser101, Trpl02 ve Argl03 ile hidrojen bagi etkilesimi
kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi Trp140 ile H-aren bagi etkilesimi kurmaktadir.
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P 3
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Sekil 4.23: Peptit XXVIII’in tasarim esnasinda elde edilen (0 ns, A) ve 10 ns’lik MD
simiilasyonu sonrasinda (B) elde edilen ligand-protein baglanma etkilesimleri.

10 ns MD simiilasyonu esnasinda hFRa-peptit kompleksinin konformasyonunda
RMSD degerlerinde ve PLIF verilerinde goriildiigii gibi ¢ok onemli degisiklikler
gozlenmemektedir (Sekil 4.23 ve Sekil 4.24). Argl(L) amino asidi siirekli olarak
Asp81 ve Serl174 ile hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim kurmaktadir. Tyr2(L)
amino asidi His20 ile H-aren bagi ve Glu86 ile hem H-aren bagi hem de hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Asp3(L) amino asidi Glu86, Tyr85, Argl03 ve Argl06 ile
hidrojen bag: etkilesimi kurmaktadir. Ala4(L) amino asidi Argl103 ile hidrojen bagi
etkilesimi kurmaktadir. Lys5(L) son amino asidi protein baglanma bolgesinden disari
dogru bakmaktadir. Dota Leu59 ile hidrojen bagi ve Tyr60 ile H-aren bag etkilesimi

kurmaktadir.

Kompleksin MD simiilasyon boyunca GBVI/WSA baglanma enerjisi ilk Once
-7 kcal/mol degerinden -8 kcal/mol degerine kadar inmektedir, fakat daha sonra yine
-9 kcal/mol degerine inmektedir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24: (A) Simiilasyon esnasinda protein-ligand etkilesimi parmak izi (PLIF)

(B) hFRa-RYDAK kompleksinin baglanma enerjisi (kcal/mol) olarak gosterilmistir.

MD simiilasyon boyunca ligand, baglanma bolgesi ve proteinin RMSD degerleri
gosterilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

On calismalarinda kanser hiicrelerinin bircogunda upregiile durumda olan hFRa
biyobelirteg proteine karsi yiiksek ilgi ile baglanmasi 6ngoriilen 16 adet peptit
tasarlanmis ve daha sonra da sentezleri gergeklestirilmistir. Sunulan tez galismasi
esnasinda bu peptitlerin molekiiler modelleme ¢alismalariyla hFRa ile kurduklari olasi
baglanma iliskileri incelenmistir. Bu ilk nesil 16 peptitten 4 tanesi hFRa biyobelirteg

proteinine yiiksek ilgi ile baglanmasi 6ngoriilmektedir.

[1k nesil peptitlerin molekiiler modelleme sonuglari 1s181nda 12 adet ikinci nesil peptit
tasarlanmistir. Bu peptitlerin de benzer sekilde molekiiler modelleme ¢alismalariyla
hFRa biyobelirteg proteini ile baglanmalari incelenmistir. Ikinci nesil 12 peptitten

6 tanesi hFRa biyobelirte¢ proteinine yiiksek ilgi ile baglanmasi 6ngoriilmektedir.

Yapilan c¢aligmalar her ne kadar kapsamli olsa da peptitlerin hFRa’ya afiniteleri
in vitro deneylerle tespit edilerek bu ¢alismada elde edilen sonuglarin dogrulanmasi
onerilmektedir. Laboratuvarimizda mevcut olan Isothermal Titration Calorimetry
(ITC) cihaz1 bu g¢alismalar i¢in uygundur. hFRo plazmidleri elde edilmistir, ancak
yeterince yiiksek miktarlarda bu protein heniiz elde edilememektedir. Bu sorun
¢ozildugl takdirde 28 adet peptitin ITC deneylerle hFRa’ya afinitesi incelenmesi

oOnerilmektedir.

Projenin tamamlanmasima dogru 24 cekirdekli Is Istasyonu satin almmmistir. Daha
yiiksek hesap giiciine sahip olan Is Istasyonu ile bu tezde incelenen 28 adet peptitin
hFRa’ya baglanma etkilesimleri 10 ns yerine 250 ns’lik MD simiilasyonlarla

incelenmesi Onerilmektedir.
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Sekil A.1: RFDAK peptitin 2D molekiil yapisi.

Phe2(L)

Sekil A.2: RFAAK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.3: RPAAK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.4: RPDAK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.5: RKAFAK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.6: KYDAK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.7: KFDAK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.8: KYAAK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.9: HRAFAK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.10: KYANK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.11: KYSAK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.12: RFAADK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.13: RFSNK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.14: RPSNK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.15: RYSDDK peptitin 2D molekiil yapisi.

Sekil A.16: RYSDEK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.17: KHEFK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.18: KRDAK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.19: KSANK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.20: RFAFAK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.21: RWAAK peptitin 2D molekiil yapist.
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Sekil A.22: RWEAK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.23: RWEFK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.24: RWHAK peptitin 2D molekiil yapist.
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Sekil A.25: RWHDDK peptitin 2D molekiil yapist.
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Sekil A.26: RWYAK peptitin 2D molekiil yapist.
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Sekil A.27: RYSSK peptitin 2D molekiil yapisi.
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Sekil A.28: RYDAK peptitin 2D molekiil yapisi.
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