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OZET

RHO-KINAZ (ROCK) INHIBITORLERININ MOLEKULER MODELLEME
YONTEMIYLE INCELENMESI

Burcu BAYEL SECINTI
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Dog. Dr. Tugba TASKIN TOK

Aralik 2017, 57 sayfa

Rho-kinaz (ROCK), serin/treonin protein kinaz ailesinin bir tiyesi olup yaklasik 160 kDa
agirligindadir. Bu enzimin ROCKI ve ROCKII olmak iizere iki izoformu bulunmakta
olup, her iki enzimde tiim hiicrelerde eksprese edilmektedir. ROCKI’in akciger,
karaciger, dalak, bobrek ve testiste, ROCKII’nin ise beyin ve kas hiicrelerinde daha fazla
eksprese edildigi bilinmektedir. Rho ile etkileserek aktive olan ROCK, diiz kas kasilmasi,
hiicre biiyiimesi, adezyonu, migrasyonu, motilitesi, gen ekspresyonu ve apoptozu de
iceren bir¢ok farkli hiicresel fonksiyonlarda etkili olmaktadir. Bu etkileri ile kanser
hiicrelerinin invazyon ve metastatik aktivitelerini diizenlemektedir. ROCK inhibitorleri
ile bu hiicresel fonksiyonlarin azaltildig1 ve kanser hiicrelerinde metastazin baskilandigi
gosterilmistir. Bu calisma ile ROCKI ve ROCKII enzimlerine karsi deneysel ¢alismalar
sonucunda terapotik potansiyel gosteren 156 adet inhibitér yapinin molekiiler doking
calismasi ile atomik seviyede etkilesim mekanizmalarinin belirlenmesini amaglanmistir.
Bu analiz sonucunda, her iki enzime 6zgii etkilesim bdlgeleri belirlenmis olup, ROCKI
icin Val90, Lys105, Val137, Asp160, Asp202, ROCKII i¢in ise Argl100, Alal19, Lys121,
Ala213 ve Asp218 aminoasitlerinin daha yaygin etkilesimde bulundugu gézlemlenmistir.
Bu bilgiler dogrultusunda, enzimlerin belirlenen etkilesim bolgesine yonelik daha etkin
ve spesifik ROCK inhibitdrlerinin gelistirilmesiyle ROCK’1n gérev aldig hastaliklarin
tedavi edilmesine imkan saglanabilecektir.

Anahtar Sozciikler: inhibitdr, kanser, metastaz, molekiiler doking, ROCK
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF MOLECULAR MODELING METHOD OF
RHO-KINASE (ROCK) INHIBITORS

Burcu BAYEL SECINTI
Department of Medical Biology
Dog. Dr. Tugba TASKIN TOK

December 2017, 57 Pages

Rho-kinase (ROCK) is a member of the serine / threonine protein kinase family and is
approximately 160 kDa in weight. This enzyme has two isoforms, ROCKI and ROCKII,
which are excreted in all cells in both enzymes. It is known that ROCKI is excreted more
in the lung, liver, spleen, kidney and testicular, and ROCKII in the brain and muscle cells.
ROCK, which interacts with Rho, is active in many different cellular functions, including
smooth muscle contraction, cell growth, adhesion, migration, motility, gene expression,
and apoptosis. These effects regulate the invasion and metastatic activities of cancer cells.
ROCK inhibitors have been shown to reduce these cellular functions and suppress
metastasis in cancer cells. This study aimed to determine the mechanism of interaction at
the atomic level by the molecular docking study of 156 inhibitor constructs showing
therapeutic potential as a result of experimental studies against ROCKI and ROCKII
enzymes. As a result of this analysis, both enzyme-specific interaction regions were
determined and it was observed that amino acids Argl00, Alal19, Lys121, Ala213 and
Asp218 were more commonly interacted with Val90, Lys105, Val137, Asp160, Asp202
and ROCKII for ROCKI. With this information, it will be possible to treat diseases for
which ROCK is involved by developing more effective and specific ROCK inhibitors for
the determined interaction region of the enzymes.

Key words: inhibitor, cancer, metastasis, molecular docking, ROCK
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1. GIRIS ve AMAC

Insan proteomunun % 2’sini olusturan protein kinaz ailesi, en genis enzim ailelerinden
biridir ve insan genomunda 518 protein kinazin kodlanmis oldugu bilinmektedir. Protein
kinazlar, katalitik Ozelliklerine gore serin/treonin ve tirozin kinazlar olarak
smiflandirilirlar [1,2]. Bu kinazlarin katalitik domain kisimlart birbiriyle benzerlik
gostermekte olup geleneksel protein kinazlar (Conventional Protein Kinases, CDK) ailesi
olarak adlandirilirlar. Bu aileye ait protein kinazlar, insan genomunda 500 gen ile ifade
edilmekte olup en genis protein kinaz enzim ailesidir [3,4]. Protein substratlarinin tersinir
fosforilasyonundan sorumlu bu kinazlar, ATP’nin y-fosfatinin, serin, treonin ve tirozin
residuelerin OH grubuna transfer ederek protein fosforilasyonunda gorev alirlar. Bu
sayede proteinlerin aktif ya da inaktif olmasiyla viicudumuzdaki bir¢cok mekanizmanin
regiile edilmesinde kilit rol oynarlar. Protein kinaz islevinin diizensizligi bir¢ok
patofizyolojik siiregte (onkoloji, ndroloji, immunoloji, kardiyoloji, bulasict hastaliklar)
etkili oldugundan, ilacla tedavi i¢in 6nemli hedefler haline gelmektedir. 1950’11 yillarda
E. Krebs ve E. Fisher’in fosforilasyonu gostermesinden itibaren hiicre uyari iletiminde en
onemli igleve sahip yapilardan olan protein kinazlarin inhibitorii olarak ortaya konan ilk
ilag kronik miyeloid losemi tedavisinde kullanilan imatinib olmustur. Bu kinaz
aktivitesinin diizenlenmesi ile patofizyolojik hastaliklar gibi bir¢cok hastaligin tedavisinde

Onemli terapotik strateji olarak ilag endiistrisi tarafindan taninmaktadir [4-8].

Rho kinaz (ROCK), serin/treonin protein kinaz ailesinin bir tiyesi olup, bir¢ok ¢calismada
ROCK’1n yiiksek seviyede eksprese olmasi ile kanser hiicrelerinde metastaz gelisiminin
artmasina neden oldugu goézlemlenmistir. Bu da ROCK’ 1 molekiiler hedef olarak 6ne
ctkmasini saglamistir [9—11]. Bu nedenle ROCK ig¢in bir¢ok inhibitor gelistirilmis olup
klinikte kullanilmaktadir. Ancak kullanilan bu inhibitérlerin bir ¢ogunlugu ROCK

izoformlart i¢in spesifik degildir.

Bu tezin amaci, ROCK’1n ROCKI ve ROCKII izoformlaria karsi terapotik potansiyel
gosteren bilesiklerin molekiiler modelleme yontemleri ile incelenerek enzim-inhibitor
baglanma motifleri diger bir deyisle etkilesim mekanizmalarimin aydmlatilmasi

hedeflenmektedir. Bu sayede, elde edilen bilgiler dogrultusunda, daha spesifik ve etkili



ROCK inhibitorlerinin belirlenmesi ile gorev aldigi hastaliklarin tedavi edilmesine imkan

saglanabilecektir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan yeni bir teknoloji olan molekiiler modelleme ¢alismalari,
mevcut ilaglara ve hastaliklara ait birikmis bilgileri diger sahalardaki disiplinler arasi
girdilerle birlikte kullanarak ilag arastirma ve gelistirme siirecini hizlandirmaktadir [12—
14]. Son zamanlarda deneysel ve hesaplamali modelleme c¢aligmalariin bir arada
kullanimy, ilag tasarimlarinda ve kesiflerinde oldukca yaygilasmistir. Ilag tasarimidaki
gercekei yaklagimlar, ligand yapisina dayali, hedef yapisina dayali ve hedef-ligand
tabanli tasarim olmak iizere {i¢ gruba ayrilmaktadir. Ligand yapisina dayali tasarim
icerisinde farmakofor analizi ve nicel yapi-etki iliskileri yer almaktadir. Hedef yapisina
dayali tasarim da ise kenetlenme (doking) ve de-novo tasarim (par¢aya dayali tasarim)
yontemleri 6nemli yer tutmaktadir. Hedef-ligand tabanli tasarim ise her iki yaklagimin
birlikte kullanilmasidir. Van Linden ve arkadaslari tarafindan bir¢ok kinaz-ligand
etkilesiminin aydinlatilmasina yonelik doking ve farmakofor analizleri yapilmigtir [15].
Yapilan bir ¢aligmada, cAMP bagli serin-treonin kinaz enzimine karsi farkli doking
teknikleri uygulanarak izokinolin siilfonamit tiirevli inhibitorler yapilar1 incelenmistir
[16]. Ayrica bir diger ¢alismada ise, tirozin kinaz inhibitorlerinin genistein, staurosporin
ve tyrphostin ile olan inhibisyon kinetikleri ve doking calismalar1 ile analiz edilmistir

[17].

Bu bilgiler dogrultusunda bu tez ¢alismasi, hesaplamali molekiiler modelleme temelinde
iki asamadan olusmaktadir. Calismanin ilk asamasinda, hedef enzim yapisi ile
kullanilacak ligand yapilarinin yapir analizleri, ikinci asamasinda ise enzim-ligand
etkilesimleri i¢in molekiiler doking islemi uygulanmistir. Bu dogrultuda, klinik dncesi ve
sonrast ROCKI ve ROCKII i¢in etkin bulunan 156 adet ligand yapis1 literatiir bilgisine
dayal1 olarak sec¢ilmistir [18]. Secilen bu yapilar, Gaussian 9.0 programi kullanilarak,
kuantum mekanigi altinda atomik ve elektronik seviyede optimize edilmistir. Hedef
enzim yapilar1 i¢in ise, aminoasit bilgileri dogrultusunda protein data bankasinda (PDB)
mevcut olan en iyi ¢oziiniirliige sahip kristal yapilar belirlenmistir. Belirlenen bu yapilar
NAMD 2.12 [19] programu ile enerji minimizasyonlar1 yapilarak optimize edilmistir.
Bunun sonucunda 156 adet ligand ve hedef enzimlerin gerekli yap1 analizleri
tamamlanmistir. Calismanin ikinci asamasinda ise yapi analizleri tamamlanan enzimler
ve ligand yapilarinin, AutoDock 4.2 [20] programi vasitastyla doking yontemi kullanarak

yap1 temelli ilag tasarimi yapilmistir. Kullanilan bu hesapsal yontemler ile ilgili ayrintili



bilgiler Boliim 3’te Gereg ve YoOntem kisminda belirtilmis olup, elde edilen sonuglar ise

Boliim 4°teki Bulgular kisminda verilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Rho/Rho-Kinaz Yolag:

Rho, baslica aktin hiicre iskeletinin organizasyonunun diizenlenmesinde, hiicre gocii,
hiicre adezyonu ve sitokinez gibi ¢ok cesitli hiicresel olayin kontroliinde rol oynar.
Rho’nun, aktini yeniden sekillenmesinde ve farkli yonlerinin diizenlenmesindeki rolii, ilk
olarak fibroblast biiyiime faktorii uyarisina yanit ¢alismalar ile ortaya ¢ikarilmistir. Daha
sonraki ¢aligmalar ise, Rho ailesi iiyelerinin fibroblastlarla sinirli kalmadigini, biitiin
Okaryot hiicre tiplerinde aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesinde benzer rol aldiklarim
gostermistir [21,22]. Bu ylizden Rho ailesi iiyeleri, hiicre dis1 sinyaller ile hiicre sekli,
hareketi ve degisikliklerini iliskilendiren aktin hiicre iskeletinin genel diizenleyicileri

olarak gorev yaptiklar1 gdzlemlenmistir [22,23].
Rho aktivitesi protein ve bazi faktorler yardimiyla kontrol edilir.

1. GTPaz aktive edici proteinler (GAP): Intrinsik GTPaz aktivitesini artirarak
Rho’yu inaktive ederler.

2. Rho-spesifik guanin niikleotid degis-tokus faktorleri (GEF): GDP’nin
disosiyasyonunu hizlandirarak Rho’yu aktive eder [24,25].

GEF ile aktif forma gelen Rho, Rho-kinaz(ROCK) ile etkileserek ROCK’1n aktif hale
gelmesini saglar. Aktive olan ROCK enzimi, addusin, ezrin-radiksin-moesin (ERM)
proteinlerini, LIM kinaz, miyozin hafif zincir fostataz (MLCP) ve Na/H degistirici
(exchanger) (NHE) 1’in serin-treonin fosforilasyonuyla hiicre kontraksiyonunu diizenler
[26] (Sekil 2.1). Aynm1 zamanda miyozin hafif zincir fosfatazlarin1 da fosforilleyerek
inhibe eder. Sonugta miyozin hafif zincir fosforilasyonundaki artig, miyozini aktive
ederek, aktin miyozin flamanlarinin yapilanmasina yol agar [27]. Bu da stres liflerinin,
fokal adezyonlarin, adherens baglantilarin ve sitokinezin olusumu gibi hiicre iskeleti

degisikliklerine neden olur.
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Sekil 2.1 Rho-Kinaz yolagi ve bu yolakta gorev alan enzimler [18]

Ayrica; ROCK’m, vazospastik anjina, iskemik inme, hipertansiyon ve koroner arter
spazmlar1 ve kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda énemli rol oynadigi
gosterilmis olup bu enziminde meydana gelen fonksiyon bozuklugu viicudumuzdaki

bir¢ok hastaliga neden olmaktadir [26,28,29] (Sekil 2.2).

¢ RhoA-GTP (Active form)

’l—’_ﬁa;phorylation of Downstr;;_ﬁ{_““‘*)
~____Targetsof ROCKs -~

[ MLCP, MLC, ERM, LIM-kinases, Adducin, and other substrates, ]

Sekil 2.2 ROCK enziminin rol oynadigi hastaliklar [26]
2.1.1. ROCK’1n yapasi ve izoformlari

ROCK’lar 1996 yilinda, Rho’nun ilk efektorleri olarak kesif edilmis olup, ROCKI ve
ROCKII olmak iizere iki izoforma sahiptir [30-32]. Bu iki izoform, kinaz bolgesinde
yaklagik %92, tiim bdlgeler i¢in ise % 65 aminoasit dizi benzerligi gostermektedir [33].

Bu izoformlar arasindaki katalitik domainlerindeki benzerlikleri ne kadar yiiksek olsa da



ROCKT’in akciger, karaciger, dalak, bobrek ve testiste ROCKII'nin ise beyin ve kas
hiicrelerinde daha fazla eksprese olmasi bu izoformlarin viicutta farkli fonksiyonlarda
gorev aldigin1 gostermektedir. Bu da bu iki izoforma kars1 gelistirilecek inhibitorlerin
spesifik olusturmasii gerektigini desteklemektedir [34,35]. ROCK, N-terminalinde
kinaz bolgesi (katalitik bdlge), bu bdlgenin ardindan kuramsal olarak kivrilmig sarmal
bolge (coiled-coil) ve C-terminalde Rho’nun baglandigi bélge (RB) ve plekstrin homoloji
(PH) bolgelerini icermektedir (Sekil 2.3). Kinaz bdlgesi ATP baglanma bolgesini
icermekte olup enzimin katalitik aktivitesi i¢cin Onemli role sahiptir. Ayrica ATP
konumuna baglanmak i¢in yarisan yeni nesil inhibitdrlerin hedef baglanma bolgesidir

[36].

Rho’'nun badlandifi  Sisteinden zengin

bdige bdige
, 76 338 460 1068 1103 1320
ROCK1 ™= — | - ] = 1354
67% ' 02% !s579% ! 55% wailllei 66%
_; ! ' 941 1075!
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10 354 452 1102 1145 1352

Sekil 2.3 ROCKI ve ROCKII’nin yapisina ait fonksiyonel bolgelerinin gosterimi [37]
2.1.2. ROCK inhibitorleri

ROCK enziminin fazla eksprese oldugu durumlarda aktivitesini engellemek i¢in ¢esitli
farmakolojik ajanlar tasarlanmistir. Bunlar, izokinolin, 4-aminopiridin, indazoller, amino
ve iire tiirevleri olmak {izere 4 grupta incelenmektedir. izokinolin tiirevli olan fasudil ve
Y-27632 ilk kesif edilen kii¢iik molekiilli ROCK inhibitorleridir. Hidroksifasudil,
ripasudil, Wf-536, RKI1447, SAR407899, H1152P ise bilenen diger dnemli ROCK
inhibitorleridir. 1995 yilinda fasudil, Japonya’da serebral vazospazmi tedavi etmek
amactyla onaylanmis olup ve klinikte kullanilmaktadir. 2014 yilinda ise ripasudil goz
hastaliklarinin (6zellikle glokom) tedavisi i¢in onaylanmistir. Ayrica bu inhibitorlerin
astim [35], kanser [36], erektil disfonksiyon [37], glokom [38], insiilin direnci [39],
bobrek yetmezligi [40], noronal dejenerasyon [30] ve osteoporoz [38] gibi cesitli
patolojik durumlarin tedavisinde yiiksek potansiyel gosterir (Tablo 2.1). Bu inhibitorlerle



birlikte tedavi potansiyeline sahip 170 den fazla ROCK inhibitoéri oldugu
disiiniilmektedir [26]. Suan piyasada var olan ve ROCK enziminin gorev aldigi
hastaliklarin tedavisinde kullanilan bu inhibitorler, daha sonra yapilabilecek se¢imli

inhibitorleri gelistirme ¢aligmalari i¢in yol gosterici olacaktir.

Tablo 2.1 Patofizyolojik hastaliklarda ROCK inhibitorlerinin etkisi

Kardiyovaskiiler | Bilesik
Hastaliklar (Ligand) Farmakolojik Etkiler
Yiiksek Tansiyon |Y27632 Tansiyonun diizenlenmesi
Fasudil Tansiyonun diizenlenmesi
SAR4077899 | Tansiyonun diizenlenmesi
Diyabet Fasudil Diyabet gelisiminin 6nlenmesi
Ateroskleroz Fasudil Arteryosklerotik regresyon koroner lezyonlar
Miyokardiyal Sol ventrikiil baskilanmasi (LV) bosluk genislemesi ve
enfarktiis (MI) Fasudil disfonksiyon
Periferik vaskiiler direncin artmasi ve bozulmus vazodilatasyon
Kalp yetmezligi Fasudil periferik vaskiilatiir
Glokom Fasudil G0z i¢i basincin azaltilmasi (IOP)
Ripasudil G0z i¢i basmcin azaltilmasi (IOP)
AMAO0076 G0z i¢i basincin azaltilmasi (IOP)
Norolojik Bilesik
Hastahiklar (Ligand) Farmakolojik Etkiler
Omurilik Akson rejenerasyonunun uyarilmasi ve arka bacak fonksiyonunun
yaralanmasi(SCI) | Y27632 iyilestirilmesi
Fasudil Norolojik iyilesme
Alzheimer
hastaligi(AD) Y27632 AD prevalansinin azaltilmast
Hidroksifasudil | Mekansal 6grenimin gelistirilmesi ve ¢aligma bellegi
Fasudil AP kaynakli hipokampal nérodejenerasyona karst koruma
Inme Fasudil Norolojik fonksiyonlarin iyilesmesi
Onkoloji Bilesik
Hastahklar (Ligand) Farmakolojik Etkiler
Y27632 Timdr biiyiimesinin inhibisyonu, progresyon ve metastaz
RKI11447
Wi536

2.2. Bilgisayara Dayal Molekiiler Modelleme Yontemleri

Modelleme ¢aligmalari, deneysel bir sistemi veya sonuglarini anlamak; planlanan bir
deneyden tiiretilecek olan bilginin optimizasyonunu saglamak veya bilimsel bir
probleme teorik veya yapisal bilginin uygulanmasi amaciyla yiriitiilmektedir. Molekiiler
modellemenin amaci, bir molekiiliin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri arasindaki temel
iliskiyi, kimyasal ve li¢ boyutlu (3B) yapisini anlamaktir. Bu anlayisla mevcut 6zellikler;
molekiillerin kimyasal, katalitik veya biyolojik fonksiyonlariyla iligkilendirilmesine ve
en Onemlisi degisen fonksiyona ait molekiillerin rasyonel olarak tasarlanmasina olanak
saglamaktadir. Kimyasal yap1 ve fonksiyon arasindaki bu baglanti, molekiiler biyoloji,

protein bilimi, ila¢ tasarimi, kimyasal kataliz veya materyal ve polimer bilimi gibi birgok



bilimsel ¢aba i¢in hayati 6nem tasimaktadir [38]. Bu alanda kullanilan bir¢ok molekiiler
modelleme metotlar1 ve uygulamalari mevcuttur. Yapr olusturma, yapinin
goriintiilenmesi, konformasyon analizleri, molekiiler benzetim (simiilasyon), biyoaktif
konformasyonlann tiirevlendirilmesi, molekiiler siiperpozisyon ve cakistirma,
farmakoforik kaliplarin  tiirevlendirilmesi, reseptdr haritalandirilmasi, biyolojik
aktivitelerin tahmini, molekiiler etkilesimler, molekiiler 6zelliklerin hesaplanmasi, enerji
hesaplar1 gibi alanlarda molekiiler modellemeden faydalanilmaktadir. Bu tez calismasi

i¢in yararlandigimiz molekiiler modelleme teknikleri asagida agiklanmustir.

2.2.1. Mekanik yontemler

Fiziksel, kimyasal, biyolojik vs. sistemlerin davranislarin1 ve &zelliklerini bilgisayar
teknolojileri yardimiyla anlamamizi kolaylastirmak i¢in kullanilan bir¢ok yontem
(simiilasyon) mekanik kurallar temelinde kurulmustur. Mekanik yontemler, molekiiler ve

kuantum mekanik olmak {izere iki cesittir.

Molekiiler mekanik, klasik mekanigin molekiillere uygulanmasiyla yapilan hesapsal
yontemleri igerir. Ayrica molekiiler mekanik metotlar elektronlar1 ve orbitalleri hesaba
katmadig i¢in kuantum mekanik yonteme gore daha hizli gerceklestirir. Bu nedenle ¢ok
parcaciklt makromolekiillerin (6rnegin proteinler gibi) hesaplamalar1 icin siklikla
kullanilmaktadir. Bu makromolekiillerin bilgisayara dayali konformasyon analizleri i¢in
modelleme ve simiilasyon yontemleri bu molekiiler mekanik temelinde uygulanmaktadir.
Ayrica ilag tasarimi i¢in kullanilan kenetlenme (doking) teknigi de molekiiler mekanige
dayanir. En yaygin kullanilan simiilasyon teknikleri Monte Carlo ve Molekiiler Dinamik

simiilasyon teknikleridir.

Molekiiler dinamik, c¢ok parcaciktan olusan sistemlerin (proteinlerin) 6zelliklerini
belirlemede kullanilan deterministik bir yaklasimdir. Deterministik metot, dikkate alinan
sistemin baglangi¢ kosullarinin bilinmesi ile birlikte bir sonraki adim i¢in sistemin
zamana bagli davranislarinin incelenmesidir. Siireklilik s6z konusudur. Bu yontemde,
Hamilton’a bagli olarak molekiillerin Newton hareket denklemini kullanarak,
molekiillerin  hareketlerinin zamana baghh degisiminin bilgisayar ortaminda

modellenmesidir [36].



Parcacik Hamilton (H), klasik olarak, Kinetik ve Potansiyel enerji toplamlar1 seklinde

tanimlanmastir.

N

H ({pi.ri}) = K(pi) + U(ri) = E

i=1

pi®

2mi

+ U{ri})

Hamilton icerisinde yer alan etkilesme potansiyel enerjisi ise (kuantum hesaplamalari ya
da deneysel veriler sonucunda elde edilebilen) ¢esitli parametreler kullanilarak asagidaki

sekilde bilgisayar programlar: tarafindan hesaplanmaktadir.
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Bu molekiiler simiilasyon tekniklerinin kullanildig1 bir¢ok paket program mevcuttur. Bu

programlardan bazilari, GROMACS, CHARMM, AMBER ve NAMD, vs.dir.

Monte Carlo simiilasyon teknigi ise, stokastik bir yaklasim igermektedir. Mekanigi
olusturan tiim hareketler ve diger karar verme mekanizmalar1 tamamen gelisi giizel bir
sekilde gerceklesmektedir. Zincir temsili igceren protein modelleri i¢in en biiyiik problem
veya kisitlayict unsur, zincir bolgelerinin hareketlerinin tanimlanmasi gerekmektedir.
Bunu gercege yakin bir sekilde tasvir etmek olduk¢a zordur. Diger taraftan,
gerceklestirilen bir hareketin kabul edilip edilmemesi Metropolis algoritmasina gore
belirlenmektedir. Her bir Monte Carlo zaman adiminda kisith sayida atom veya
aminoasidin hareket etmesine miisaade edildigi i¢in, kinetik sonuglarin deneysel verilerle

kiyaslanmasi pek miimkiin olamamaktadir.

Bir diger mekanik yontem ¢esidi olan kuantum mekanik ise, molekiiler mekanik
yontemin aksine incelenen yapinin elektronlarini da goz oniine aldig1 i¢in daha detayli ve
uzun siiren bir yontemdir. Kuantum mekanigine gore, elektronlar tanecik degildir.
Elektronlar dalgaya benzer bir karaktere sahiptirler. Bu nedenle, daha cok kiiciik
molekiillerin (ligandlarin) hesaplamalarinda kullanilmaktadir [36]. Kuantum mekanik
hesaplamalari, yar1 deneysel (yari-ampirik), ab-inito ve fonksiyonel yogunluk yontemi
(DFT) olmak tizere 3 farkli yonteme ayrilmig olup kuantum mekanigi elektronlarin

Ozelliklerini tanimlamak i¢in Schrodinger denklemi kullanilmaktadir.



Kuantum mekaniginin temeli olan Schrodinger denklemi;
Hy =Evy

Bu esitlikte; H, Hamilton operatorii; E, sistemin toplam enerjisi; v, dalga fonksiyonunu
gostermekte olup, Hamilton operatorii sistemin toplam enerji operatoriidiir [39]. E ve W
denklemin ¢oziimiinden elde edilmektedir. Molekiiler sistemin Hamilton operatorii,
elektronlarin ve ¢ekirdeklerin kinetik enerji operatorleri, molekiilde yer alan tim yiikli
tanecikler arasindaki elektrostatik etkilesimler, ¢ekirdeklerin ve elektronlarin spin ve
orbital hareketlerin kaynaklanan manyetik momentler arasindaki etkilesimleri
icermektedir. Bu sebeple, molekiiler orbital hesaplamalar1 yapilirken molekiile ait olan
Hamilton operatoriiniin tamami kullanilmamaktadir. Cekirdeklere ait olan kinetik enerji
operatorleri ihmal edilmekte olup manyetik etkilesimlerin olmadig kabul edilmektedir.

Sonug olarak, molekiiliin elektronik enerjisi E'ye karsilik gelen Hamilton operatori;

N n

n n-l _n
H = _%2v2 _;2(2;, )+ 2 30,
seklini almaktadir. Bu esitlikte 1 ve j altliklar1 n tane elektron i¢in, p ise N tane ¢ekirdek
icin kullanilmistir. Yukardaki formiilde birinci terim elektronlarin kinetik enerjisini,
ikinci terim ¢ekirdekler ile elektronlar arasindaki Coulomb ¢ekme enerjisini, ligiincii
terim ise elektronlar arasindaki itme enerjisini ifade etmektedir. Schrodinger denkleminin
en sondaki terimi olan elektron-elektron etkilesimlerini ¢6zmek ¢ok zordur. Bu nedenle,
yart-ampirik yontemler ile molekiil 6zelliklerin deneysel degerlere yakin sonuclar
verecegi parametreler kullanarak Schrodinger esitligini ¢6zmeye caligmaktadir. Bunun
icin, Schrodinger esitliginin yaklasik ¢oziimiinii elde etmek i¢in her sisteme uygun
parametrelerin kullanilmasini gerekmektedir. Yari-ampirik bazi yontemler sunlardir:
CNDO, INDO, MINDO, ZINDO, AM1(Austin Model), PM3 (Parametric Method). Bir
diger kuantum mekanik yontem olan ab-inito yontemi, bir¢ok matematiksel yaklagim
kullanir. Bu yaklagimdan biri, Hartree-Fock (HF) yaklasimi, -elektron-elektron
etkilesimleri i¢in ortalama potansiyel temel alarak molekiil frekanslarinin hesaplanmasi
ve molekiil geometrisinin tayini i¢in en uygundur. Son zamanlarda, molekiiler sistemlerin
geometrisi ve elektron yapilariin arastirilmasinda genellikle DFT metodunda
yararlanilmaktadir [40]. Bu yontem elektron yogunluguna ait genel baz1 fonksiyoneller

ile elektron korelasyonunu modellemektedir. Ayrica DFT’de temel prensip, molekiiliin
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toplam elektronik enerjisinin, toplam elektronik yogunlugu ile baglantili olusudur.

Bunlardan en yaygin olanlari, B3LYP, BP86, LDA, vs. gibidir.

Bu kuantum mekanik hesaplamalar i¢in kullanilan paket programlarindan bazilar
Mopac, Ampac, Hyperchem, Spartan, Gaussian vs. dir. Gaussian bu hesaplamalar i¢in
en sik kullanilan paket programidir. Bu program, molekiillerin 3B sekli olusturularak,
molekiillerin geometrisi ve enerjisi (geometri optimizasyonu ile), molekiillerin bag
acilar1, bag uzunluklari ve dipol momentleri hesaplanmaktadir. Bu sayede, molekiiliin tek

ve iki boyutlu (2B) konformasyon analizi ve optimizasyon hesab1 yapilabilmektedir.
2.2.2. Bilgisayar destekli ila¢ tasarim

Farmasotik aragtirmalarinda kullanilan molekiiler modelleme tekniklerine bilgisayar
yardiml ila¢ tasarimi (Computer Assisted Drug Design (CADD)) veya bilgisayar
yardimli molekiiler tasarim (Computer Assisted Molecular Design (CAMD)) adi
verilmektedir. Bu teknik, farmakokinetik ve farmakodinamik olarak iki sekilde

incelenmektedir.

Farmakokinetik analizde, tasarlanan kimyasal yapilarin, viicutta Absorbsiyon, Dagilim,
Metabolizma, Eliminasyon ve Toksitite (ADMETok) analizleri yapilarak incelenmesine
dayanmaktadir. Farmokodinamik analizler ise, ligand yapisina dayali tasarim
(farmakofor ve QSAR) , hedef yapisina dayali tasarim (doking) ve fragmana dayali
tasarim olmak iizere ii¢ ayr1 sekilde yapilmaktadir. Farmakofor ve QSAR yaklagimu, ilag
reseptOr hedefinin net bir yapis1 mevcut degilse ve de reseptore baglanan birden ¢ok
ligand biliniyorsa, reseptoriin yapist kendisine baglanan yapilara dayali olarak
cikartilabilir. Bu yaklasim reseptor haritalama (farmakofor) ad1 verilmektedir. Molekiiler
doking yaklasiminda ise; 3B yapi, kristalografi, NMR calismalariyla (protein data
bankasindaki mevcut yap1 bilgisi) veya in-siliko olarak elde edilen hedef makromolekiil

yapi ile ila¢ ya da ila¢ adaylarinin birbirine nasil uyum gosterdigini aragtirmaktadir.

2.2.3. Molekiiler kenetleme (doking) yontemi

Hedef reseptor yapilarinin belirli oldugu durumlarda veya in-siliko olarak olusturulmus
3B makromolekiiler yapilar varliginda, tasarlanan ligandlarin bu yapilarla olan
etkilesimlerini, birbirine olan tercihi yonelmelerini, reseptorlerdeki kavite uyumunu

incelemek i¢in “yapisal-tabanl ila¢ tasarimi” olarak bilinen molekiiler doking yontemi
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kullanilmaktadir. Bu yontem, proteinlerin aktif bolgesine ligand yapisinin baglanma
sirasindaki etkilesimleri ve hareketleri incelenerek, ligand yapilarin protein hedeflerine
kars1 afinitesini ve biyolojik aktivitesini Onceden tahmin edebilmesine olanak
saglamaktadir. X-151m1 kristalografi ve NMR gibi deneysel yontemlerle elde edilen
proteinlerin 3B kristal yapilar1 global Olgekte kullanilan en biiyilk protein veri
bankasindan (PDB) temin edilmektedir. Deneysel yontemlerle aydinlatilamayan protein
yapilari i¢in ise, in-siliko yontemlerle (homoloji modelleme, ab-inito, threading) 3B yapi1

tahminleri yapilmaktadir.

Giliniimiizde doking calismalar1 i¢in birgok program mevcut olup, bu programlar
birbirlerinden farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar ise, bir doking pozu belirlemede
kullanilan algoritma ve skorlama fonksiyonlarinin farkliligindan kaynaklanmaktadir.
Sekil 2.4°de literatiirde yer alan doking programlarini ve atif sayilarini gostermektedir.

En ¢ok kullanilan programlar ise AutoDock, GOLD, FlexX’ dir.

SANDOCK 1%
0.5% Soft
Docking
4%

Prodock

Mcpock 1%

AutoDock
279

Hammerhead
3%

|

DARWIN
1%
DIVALI

FTDOCK

FLOG
2%

Sekil 2.4 Doking yontemlerinin atif sayilarina gore dagilimi [41]
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Doking programini algoritmasi, ligandi hedeflenen bolgeye esnekligi hesaplanarak
yerlestirilmesine dikkat ederek hesaplamalar yapmaktir. Doking algoritmalarinda, ligand

yapinin esnekligi ii¢ temel kategoride gergeklestirilmektedir.

» Sistematik metotlar (artan yapi, konformasyonel tarama)
» Rastgele veya olasilikli metotlar (Monte Carlo, genetik algoritmalar)

» Simiilasyon yontemleri (molekiiler dinamik, enerji optimizasyonu)
2.2.3.1. Doking algoritmasi

Doking islemi i¢in kullanilan sistematik metoda, hedef makromolekiiliin aktif bolgesine
ligand genellikle artan yapida yerlestirilmektedir. Bir molekiilde tiim serbestlik
derecelerini bulmaya calismaktadir. Artan yapida yerlestirme, onceden boliimlerin
ayrilmis bir ligandin boliimlerini hedef bolgeye doking yapilmasi ve bu boliimlerin
hidrojen bagi ile baglanmasiyla gerceklestirilir. Sistematik tarama i¢in baska bir yontem
de 6nceden hazirlanmis konformasyon veri tabanlarinin kullanilmasidir. Bu yaklasimda,
veri tabaninda bulunan konformasyonlar 6nceden hesaplandigi i¢in doking prosediirii
ligand yapmin esnemez bir sekilde hedef bolgeye yerlestirmesiyle indirgenmis

olmaktadir.

Rastgele veya olas1 metoda ise, ligandin yapisal konformasyonunda degisiklikler yaparak
(translasyon, oryantasyon) ve bu degisiklikler sonucu her bir konformasyonun enerji
degerleri hesaplanarak onceden tanimlanmis bir olasilik fonksiyonuyla degerlendirilir.
Siklikla kullanilan rastgele metotlar ise, Monte Carlo tarama ve Genetik algoritmadir

(Sekil 2.5).

Genetic Algorithm
Chromosome
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= -~ - e et ~
-19 107 -19 101
134 i ~1771 134 -171
a5 ‘f/ X -175 Reproduction 95 J ,-175
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I Selection of the
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Sekil 2.5 Genetik algoritma [42]
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2.2.3.2. Skorlama fonksiyonlar:

Skorlama, bir ligandin pozlama ve siralamasini igermektedir. Pozlama skor fonksiyonu
ligand ile aktif bolge arasindaki uyumlulugu gostermektedir. Siralama skor fonksiyonu
ise baglanma enerjileri tahmininin igermekte olup, hedef yap1 ve ligand arasindaki

etkilesimleri tahmin etmede algoritmalar skorlama fonksiyonlarindan yararlanmaktadir.
Ug farkl1 skorlama fonksiyonu;

» Kuvvet alan1 temelli
» Ampirik
» Bilgi temelli (Knowledge-based) seklindedir.

Bir¢cok doking yontemi, ligand-protein etkilesimleri i¢in temel fonksiyonel formlari
tanimlayan ampirik serbest enerji kuvveti alanlar1 ve molekiiler mekanik kuvvet alani ile
birlikte semi-ampirik serbest enerji kuvveti alanlar1 seklinde kullanmaktadir. Doking
yontemi i¢in en ¢ok tercih edilen AutoDock programi bu semi-ampirik skorlama

fonksiyonu ile enerji hesaplamalarini yapmaktadir.

AG = ( Lyl )+(VIP—P P )+(V!P—L _yPt +AS('mrf)

bmm( unb(mnd hound unbound hound unbound

Bu hesaplama iki adimdan olusmaktadir. Birinci adimda; ligand ve proteinin bagsiz
(unbonded) durumlarmdaki intramolekiiler enerjileri hesaplanmaktadir. Ikinci asamada
ise; ligand ve proteinin birbiriyle bagli durumdaki (bounded) intermolekiiler enerjileri

hesaplanmaktadir (Sekil 2.6).

W—'Ol g

kgand unbound qu:DO.AG
unbound intramolecular intramolocular
ntermolecular
p otain bound
amolecular

protein unbound I ] f\/l\

[Ny

Sekil 2.6 Doking islemi sirasinda ligand ve protein yapilar1 arasindaki etkilesimlerin
tasvir edilmesi [20]

ke
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Baglanma serbest enerji formiiliindeki her bir enerjik terim ise asagidaki formiil kisminda
gosterilmistir. Formiil sirayla Lennard-Jones, hidrojen bag, elektrostatik, ¢oziiniirliigiin

enerjik katkisindan olusmaktadir.

Vszle T _<, )(,,,(/EE '1., - E (/11, it S V, +Sjvl_)e('r§/20 )

b j/'

Baglanma serbest enerji degeri (AG) hesaplandiktan sonra asagidaki formiil ile baglanma
afinitesi (Kj, inhibasyon sabiti) bulunmaktadir. Bir molekiil i¢in tahmin edilen iyi bir
baglanma afinitesi, o molekiiliin potansiyel olarak iyi bir baglanict oldugunu
gostermektedir [43]. Kiiclik molekiillii ilag adaylarinin protein hedeflerine karst
baglanma afinitesinin serbest enerji degerine gore hesaplanmasi asagidaki formiille

yapilmaktadir. (T=298.15K)

AG = RTInKj
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez caligmasinda, ROCK’in ROCKI ve ROCKII izoformlarina karsi terapotik
potansiyel gosteren bilesiklerin incelenerek enzim-inhibitor baglanma motifleri diger bir
deyisle etkilesim mekanizmalariin molekiiler modelleme teknikleri kullanarak
aydinlatilmas1 amacglanmistir. Bu amagla kullandigimiz yontemlerin ¢alisma prensipleri
asagidaki kisimda ayrintili olarak agiklanmis olup elde edilen sonuglar ise Boliim 4’te

Bulgular kisminda verilmistir.
Bu tez ¢alismasi 2 asamada gercgeklestirilmistir.

1. Ik asamada; ROCK izoform yapilarmin ve ligandlarin gerekli parametreler ve
yontemler dogrultusunda yapi-analiz islemleri yapilmistir.

2. lkinci asamada; analizleri yapilan ROCK izoformlar1 ile 156 adet ligand
molekiillerinin etkilesim mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in Doking islemi

uygulanmustir.
3.1. Yapi-Analiz islemleri

Doking yontemi, yapi-temelli ila¢ tasarim amaclh uygulandigindan, oncellikle hedef
makromolekiil yapinin 3B yap1 bilgisine ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle oncellikle bu
calismada hedef olarak belirlenen ROCKI ve ROCKII i¢in 3B yap1 ve optimizasyon
analizleri yapilmistir. Bu ¢alisma i¢in kullanilan 156 adet ligand icin ise, gerekli ¢izim
islemleri ve optimizasyon analizleri uygulanmistir. Yapilan analizlerin ayrintilart agagida

agiklanmustir.
3.1.1. Enzim yapilarinin se¢cimi ve hazirlanmasi

Insan ROCKI proteini 1354 aminoasit (NCBI sekans kodu: NP_005397.1), ROCKII
proteini ise 1388 aminoasit (NCBI sekans kodu: NP_004841.2) uzunlugundadir. Bu
proteinlerin kinaz domain bdlgesi, ATP baglanma bdlgesini icermekte olup enzimin
katalitik aktivitesi i¢in 6nemli role sahiptir. Ayn1 zamanda ATP konumuna baglanmak
i¢in yarisan yeni nesil inhibitorlerin hedef baglanma bolgesidir. Bu nedenle bu ¢alisma
bu proteinlerin katalitik aktivitesinden sorumlu olan ve ilag molekiileri i¢in hedef bolge

olan katalitik domain kisimlarina yonelik yapisal analizler yapilmistir. Bu amagla
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oncellikle ROCKI’in 76-338 aminoasit araligi, ROCKII'nin 92-354 aminoasit
araligindaki katalitik bolgelerinin BLAST (Basic Local Alignment Sekans Tool)
araciligiyla ¢oklu sekans benzerlik analizleri yapilmistir. Bu analiz dogrultusunda her iki
proteinin kinaz domain kisminin insan tiiriine ait kristal yapilarinin mevcut oldugu
gbzlenmis olup, Protein Data Bankasindan ROCKI i¢in PDB kodlu 5SBML, ROCKII i¢in
ise PDB kodlu 4WOT kristal yapilar1 se¢ilmistir. Secilen bu kristal yapilarini en diisiik
enerjili konformasyonlarina getirmek igcin NAMD programi ile enerji minimizasyon

analizleri yapilmustir.
3.1.2. Ligand yapilarinin hazirlanmasi

Oncellikle, Yangbo Feng ve arkadaslari [18] tarafindan hazirlanmis derleme yayininda,
deneysel ¢alismalar sonucunda etkin bulunan 156 adet ligand GaussView programi
aracilifiyla ¢izilmigstir. Cizilen bu yapilar i¢in, Gaussian 9.0 paket programi vasitasiyla,
kuantum mekanigi yontemleri kullanilarak optimizasyon islemleri yapilmistir. Bu iglem
icin oOncellikle, ligandlar semi-ampirik yontemin PM3 metodu secilerek .com dosya
formatinda kaydedilip optimizasyonlar1 yapilmistir. Ardindan, DFT yonteminin
B3LYP/6-31G* temel seti secilerek hem optimizasyon hem de frekans hesaplamalari
yapilarak yapilar en kararli hale getirilen ligandlar .pdb dosya formatina cevrilerek

doking islemine hazirlanmistir.
3.2. Molekiiller Doking Protokolii

Bir 6nceki asamada hazirlanmis olan enzim ile ligand yapilarin etkilesim mekanizmasinin
aydinlatilmasi i¢in doking islemi yapilmistir. Bu tez ¢alismasinda, enzim ve ligand
arasindaki etkilesimleri incelemek ve etkilesme siirecinde hareket eden esnek bolgelerin
ve ligandin pozisyonunu hesaplamak icin AutoDock Tools (ADT) programi tercih

edilmistir.

ADT, iki ana program icermektedir. Bunlardan birincisi, ii¢ boyutlu grid yapisinin 6n
hesaplamalarinin yapilmasi i¢in kullanilan AutoGrid programi, digeri ise ligandin hedef

proteine doking islemlerini saglayan AutoDock programidir.
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Bu programin c¢aligma protokolii;

¢ Enerji minimizasyon analizi yapilan ROCKI ve ROCKII proteinlerinden eklenen
su molekiilleri ¢ikartilip .pdb uzantili dosya formatinda kaydedilip AutoGrid
programina yiiklenmistir. Bu programda bu yapilar i¢in Kollman yiikleri
tanimlanip .pdbqt dosya formatina doniistiirtilmiistiir.

e (Cizim ve optimizasyon analizleri yapilan 156 adet ligand yapilar1 da .pdb uzantili
dosya formatinda kaydedilip ayni sekilde .pdbqt formatina getirilmistir.

e Hazirlanan .pdbqt dosyalar1 bir arada acildiktan sonra bu yapilar arasindaki
karakteristik baglanma olasiliklarin hesaplanmasi icin grid bolgesi AutoGrid
programi ile belirlenmistir. Bu bolge hedef yapinin x,y,z Kartezyen
koordinatlarina gore 126,126,126 olarak grid kutusu, bu noktalar arasi bosluk
(grid space) 0.375 A belirlenmistir. Bu parametreler dogrultusunda olusturulan
grid bolgesi .gpf (grid parameter file) formatinda kaydedilmistir.

e Ardindan, doking hesaplamalar i¢in gerekli olan arama algoritmasi Lamarkian
Genetik Algoritma (LGA) segilip, bu algoritmaya ait parametreler ve her bir
ligand i¢in 100 calisma adiminda doking hesaplamalarin temelini olusturan .dpf
(docking parameter file) formatinda kaydedilmistir.

e QGerekli tim hazirhk dosyalar1 tamamlandiktan sonra doking islemi
uygulanmistir. Bu islem sonucunda her bir olast konformasyon durum ig¢in
baglanma serbest enerjisi (AG) ve baglanma ilgisi (afinitesi) hesaplanarak olusan
sonuclar degerlendirilmistir. Bu c¢alismanin analiz sonuglar1 Bolim 4’te

verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Yapi-Analiz Sonuclari

Caligmamizin 1.asamasinda enzimler ve ligandlar i¢in yapilan yapi-analizlerinin

sonuclar1 agagida verilmistir.

Enzim yapilari i¢in;

Hedef enzim yapilarimiz olan ROCKI ve ROCKII'nin katalitik bolgelerinin aminoasit

sekans bilgileri dogrultusunda, Protein Data Bankasindaki en iyi ¢oziiniirliige sahip olan

kristal yapilar ROCKI i¢in pdb kodu SBML, ROCKII i¢in ise pdb kodu 4WOT secilmistir

(Tablo 4.1). Bu kristal yapilarin BLAST yontemi ile yapilan ¢oklu sekans hizalama

analizine gore %92 oraninda benzerlik gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.1).

SBML

Kabsch and Sander
4ot

Kabsch and Sander
Aignment Consensus
S

Kabsch and Sander
4ot

Kabsch and Sander
M

Kabsch and Sander
4ot

Kabsch and Sander
Hignment, Consensus
S

Kabsch and Sander
4ot

Kabsch and Sander

Agment Corsenss | ETFP TPKAFUGNQLPFYGFTYTXNRRY]

Nigrment Consensus | AF ANSPWVVOLFYAFQDDRYLYMVMEYMPGGOLVNLMSNYOVPEKWAXFYTAEVVLALOATXSHGY

Sekil 4.1 SBML ve 4WOT arasindaki sekans analizinin gosterimi. Mavi renk: Beta-
sheet, Turuncu renk: Alpha-helix ikincil yapilarmi gostermektedir

Tablo 4.1 Secilen proteinlerin pdb kodu ve 6zellikleri

PDB Kodu Enzim Ad1 Bulundugu | Coziiniirliik Aminoasit Kesif
Organizma R(A) Sekans Yih
Uzunlugu
5BML ROCKI Homo sapiens 2.95 6-415 aa arasi 2015
4WOT ROCKII Homo sapiens 293 22-417 aa arasi 2015
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http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=9606
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Jacobs,%20M.D.
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=9606

Segilen bu yapilar i¢in, NAMD programu ile enerji minimizasyonu analizi, ROCKI i¢in
9671, ROCKII i¢in ise 11018 tane su molekiilii eklenerek 10000 ¢aligma adimi ile
gerceklestirilmistir (Sekil 4.2). Bu analiz sonucunda, en diisiik enerji degerleri ROCKI
icin - 137797.0173 kcal/mol, ROCKII i¢in ise - 1540.5302 kcal/mol hesaplanmistir.

(A) (B)

Sekil 4.2 Minimizasyon dncesi ROCKI (A) ve ROCKII (B) i¢in eklenen su
molekiilerinin gosterimi

Bu yapilarin minimizasyon 6ncesi ve sonrasindaki konformasyon degisimlerini saptamak
amactyla Virtual Molecular Dynamics (VMD) programu ile Ustiiste cakistirarak (Sekil
4.3) Root Mean Square Deviation (RMSD) analizleri yapilmis olup; iskelet atomlarinin
ortalama RMSD degeri ROCKI igin 0.602 A, ROCKII i¢in ise 0.575 A olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.3 (A) SBML ve (B) 4WOT i¢in enerji minimizasyonu dncesi ve sonrasindaki

konformasyonlarinin iist {istte ¢akistirilmasi

Tablo 4.2 Segilen proteinlerin RMSD degerleri

Iskelet Atomlar Iskelet ve Yan Zincir
Ortalama RMSD Toplam Ortalama RMSD Toplam
RMSD RMSD
5BML 0,602 1,205 0,666 1,303
4WOT 0,575 1,15 0,683 1,36
Ligand yapilari icin;

DFT yontemiyle hem optimizasyon hem de frekans hesaplamalar1 yapilarak en kararli

hale getirilen 156 adet ligandin baglanma enerji degerleri Sekil 4.4’de verilmistir.
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DFT sonucunda 156 adet Ligand icin Enerji Degerleri
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e | igand Numarasl  e=====Enerji (kcal/mol)

Sekil 4.4 DFT sonucunda 156 adet ligand i¢in elde edilen enerji degerleri

4.2. Doking Analiz Sonuglar

Bu analize baglamadan 6nce Discovery Studio programi kullanilarak ile her iki enzim
izoformunun yiizey analizleri yapilmistir. Bu analize gore, ROCKI i¢in yiizey alani
2,613.92 A? ve hacmi 4,944.91 A’ bulunmus olup 286 farmakofor 6zellik igerdigi
gozlenmistir. Bunlar sirasiyla 71 tanesi lipofilik, 68 tanesi H-alici ve 147 tanesi ise
H-verici 6zellikleri bulundurmaktadir. ROCKII igin ise yiizey alan1 4,574.63 A” ve hacmi
10,935.6 A3 bulunmustur. Bu analiz sonucunda, yiizey alanmn 427 farmakofor dzellik
icerdigi bunlarin 102 tanesi lipofilik, 59 tanesi H-alic1 ve 266 tanesi ise H-vericidir. Bu

analizler Sekil 4.5’te verilmistir.
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(A) B)

SER124

ILE387

LYS200

Sekil 4.5 ROCKI (A) ve ROCKII (B) i¢in yapilan yiizey analizlerinin gdsterimi

Yilizey analizinden sonra, hedef enzim ROCKI ve ROCKII ile 156 adet ligand yapilarinin
doking islemi AutoDock programi ile gergeklestirilmistir. Yapilan bu analizlerin

sonuclari agagida verilmistir.
4.2.1. ROCKDT’in doking sonuglari

ROCK’m izoformlart i¢in spesifik inhibitor olarak kullanilan Y-27632’in ROCKI enzimi
ile etkilesimi Jacobs ve arkadaslari tarafindan deneysel analizlerle incelenmis olup, bu
inhibitor yapinin ROCKI’in Met156, Leu 205, Ala103, Asn203, Asp216 aminoasitleri
ile uzak bag etkilesimde bulundugunu gézlemlemislerdir [44] (Sekil 4.6).

etl56A

M
>“ 5.‘:0
LeuZ05A TTTNN | Alalo3a
et \’_\
\oo
e Lo

ASNZ034
& D=<
\ Ha
6:>>—ﬁ5n216.ﬁ

Sekil 4.6 ROCKI (pdb kodu:2ETR) ile Y27632 arasindaki etkilesim analizi
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Bizim yaptigimiz doking analizlerine gore; 3, 157, 158, 124, 126 nolu ligand disindaki
151 ligand yapisi ROCKI’in Y-27632 referans bilesigine gore belirlenen etkilesim
bolgesi ile etkilesim gostermistir (Sekil 4.7). Ayrica bu etkilesim bolgesinde bulunan
aminoasitlere ek olarak, Val90, Lys105, Val137, Asp160 ve Asp202 aminoasitleri ile

151 adet ligand molekiilii ile etkilesim bdlgesinde yaygin olarak gozlemlenmistir.

Sekil 4.7 5SBML ile 156 adet ligandin ¢akistirilmasi

Doking sonucunda olusan her bir enzim-ligand (kompleks) yapis1 i¢in baglanma serbest
enerjileri (AG) ve baglanma affinite (Ki) degerleri hesaplanmistir. Bu hesaplamalar
sonucu olusan degerler ekler kisminda verilmis olup en iyi baglanma afinitesi gdsteren

10 ligand yapisina ait AG ve K; degerleri Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3 SBML ile en iyi baglanma enerjisine sahip 10 ligand yapis1 arasindaki
etkilesim analizi sonucunda hesaplanan AG ve K; degerleri

Ligand Numarasit | AG (kcal/mol) | K; (nanomolar)
78 -12.99 0.30
47 -12.48 0.71
147 -12.03 1.52
150 -11.88 1.97
90 -11.76 2.38

1 -11.64 2.9
26 -11.51 3.67
144 -11.47 3.88
143 -11.39 4.49
149 -11.39 4.45
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Buna gére ROCKI proteini i¢in 78 nolu ligand yapis1 0.30 nM baglanma afinitesi degeri
ile en iyi baglayici olarak bulunmus olup bu kompleks yapinin serbest enerji degeri de -

12.99 kcal/mol olarak hesaplanmistir.

Ayrica yapilan toplam 156 ligandin doking analizleri sonucunda olusan her bir kompleks
yapt i¢in etkilesim analizleri yapilmistir. Bu analizler dogrultusunda, 17, 39, 73, 75, 76,
80, 82, 107, 115 ve 163 numarali 2ETR-Y27632 kompleks yapisinin etkilesim
bolgesindeki aminoasitlerle ile birebir etkilesimde bulunmus olup bu etkilesim
analizlerinin 2B goriintiileri Sekil 4.8’de gosterilmistir. Bu kompleks yapilara ait
baglanma enerji ve Ki degerleri Tablo 4.4’de verilmistir. Bu degerlere gore en iyi

baglanma enerjisi 163 numarali ligand ile enzim arasinda gozlemlenmistir.

Tablo 4.4 2ETR-Y27632 nin etkilesim bdlgesine gore en uyumlu bulunan ligandlara ait
baglanma enerjisi ve baglanma affinite degerleri

Ligand Numaras1 | AG (kcal/mol) | K; (nanomolar)

163 -10.15 36.57
80 -9.88 57.42
17 -9.82 62.99
75 -9.8 66.09
76 -9.28 156.65
39 -9.26 163.01
115 -8.62 479.6
107 -8.38 718.49
73 -8.16 1040

82 -8.16 1050
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Sekil 4.8 SBML ile en iyi afinite gosteren 10 ligand yapis1 arasindaki etkilesim
analizinin 2B gosterimi

Baglanma enerjisi ve baglanma bdlgesinin yan sira, toplam 156 adet ligand yapist icin
doking sonrasi konformasyon degisimlerini incelemek amaciyla RMSD (root mean
square deviation) degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.5). Bu analize gore en diisitk RMSD
degeri 30 numarali liganda aittir. Bu ligand yapis1t ROCKI enziminin yukardaki analizler
sonucunda belirlenmis olan baglanma bélgesiyle etkilesimde olup baglanma enerjisi

-9.38 kcal/mol hesaplanmistir. (Sekil 4.9).

Tablo 4.5 Doking 6ncesi ve sonrasi olusan ligand yapilarina ait hesaplanan en iyi 10
RMSD degerleri

Ligand Numarasi Toplam RMSD Degeri
30 0.413
121 0.606
119 0.674
171 0.679
157 0.701
159 0.706
166 0.724
31 0.727

127-7 0.757
93 0.777
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Sekil 4.9 SBML ile 30 nolu ligandin doking sonrasi 2B ve ligandin RMSD goriintiisii

4.2.2. ROCKII’nin doking sonug¢lar:

ROCK’m izoformlar1 i¢in spesifik inhibitér olarak kullanilan Y-27632’in ROCKII

enzimi ile etkilesimi Yamaguchi ve ekibi tarafindan deneysel analizlerle incelenmis olup,

bu inhibitér yapmin ROCKII'in Met172, Leu221, Asp232, Asn219, Vall06

aminoasitleri ile uzak bag etkilesimde bulundugunu gozlemlemislerdir [45] (Sekil 4.10).

Leu221A &

I" “\

vallo6A 3 P
o

Sekil 4.10 ROCKII (pdb kodu: 2H9V) ile Y27632 arasindaki etkilesim analizi
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Bizim yaptigimiz doking analizlerine gore; 98, 107, 110, 120, 121, 124, 153, 158, 159,
165 nolu ligand disindaki 146 ligand yapist ROCKII’in Y-27632 referans bilesigine gore
belirlenen etkilesim bolgesi ile etkilesim gostermistir (Sekil 4.11). Ayrica bu etkilesim
bolgesinde bulunan aminoasitlere ek olarak, Argl00, Alal19, Lys121, Ala213 ve
Asp218 aminoasitleri ile 146 adet ligand molekiilii ile etkilesim bolgesinde yaygin olarak

gozlenmistir.

Sekil 4.11 4WOT ile 156 adet ligandin ¢akistirilmasi

Doking sonucunda olusan her bir kompleks yapis1 i¢in baglanma serbest enerjileri (AG)
ve baglanma affinite (Ki) degerleri hesaplanmistir. Bu hesaplamalar sonucu olusan
degerler ekler kisminda verilmis olup en iyi baglanma afinitesi gosteren 10 ligand

yapisina ait AG ve K; degerleri Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6 4WOT ile en iyi baglanma enerjisine sahip 10 ligand yapis1 arasindaki
etkilesim analizi sonucunda hesaplanan AG ve K; degerleri

Ligand Numarasi1 | AG (kcal/mol) Ki (nanomolar)

1 -12.27 1.01
147 -12.23 1.09
24 -12.21 1.11
145 -12.06 1.45
47 -11.97 1.69
143 -11.72 2.55
150 -11.48 3.84
149 -11.47 3.88
148 -11.37 4.62
26 -11.36 4.75
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Bu analize gore ROCKII proteini i¢in 1 nolu ligand yapisi 1.01 nM baglanma afinitesi
degeri ile en 1yi baglayici olarak bulunmus olup bu kompleks yapinin serbest enerji degeri

de -12.27 kcal/mol olarak hesaplanmistir.

Ayrica yapilan toplam 156 ligandin doking analizleri sonucunda olusan her bir kompleks
yapt igin etkilesim analizleri yapilmistir. Bu analizler dogrultusunda, 23, 83, 112, 113,
114, 141, 144 ve 147 numarali ligandlar 2H9V-Y27632 kompleks yapisinin etkilesim
bolgesindeki aminoasitlerle ile birebir etkilesimde bulunmus olup bu etkilesim
analizlerinin 2B goriintiileri Sekil 4.12°de gosterilmistir. Bu kompleks yapilara ait
baglanma enerji ve Ki degerleri Tablo 4.7°de verilmistir. Bu degerlere gore en iyi

baglanma enerjisi 147 numarali ligand ile enzim arasinda gozlemlenmistir.

Tablo 4.7 2H9V-Y27632’nin etkilesim bolgesine gore en uyumlu bulunan ligandlara ait
baglanma enerjisi ve baglanma affinite degerleri

Ligand Numarasi (AG) (kcal/mol) | K (nanomolar)

147 -12.23 1.09

23 -10.52 19.35
141 -10.43 22.53
113 -10.42 23.08
114 -10.28 29.22
144 -10.16 35.84
112 -9.82 63.17
83 -8.35 760.33
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Sekil 4.12 4WOT ile en iyi afinite gosteren 10 ligand yapis1 arasindaki etkilesim
analizinin 2B gdsterimi

Baglanma enerjisi ve baglanma bdlgesinin yani sira, toplam 156 adet ligand yapisi igin
doking sonras1 konformasyon degisimlerini incelemek amaciyla degerleri hesaplanmistir
(Tablo 4.8). Bu analize gore en diisiik RMSD degeri 157 numarali liganda aittir. Bu ligand

yapist ROCKII enziminin yukardaki analizler sonucunda belirlenmis olan baglanma

bolgesiyle etkilesimde olup baglanma enerjisi -9.14 kcal/mol hesaplanmastir (Sekil 4.13).

Tablo 4.8 Doking dncesi ve sonrasi olusan ligand yapilarina ait hesaplanan en iyi 10

RMSD degerleri

Ligand Numarasi Toplam RMSD Degeri
157 0.565
107 0.69
131 0.696
124 0.91
93 0.971
87 1.001
54 1.02
96 1.034
171 1.049
32 1.063
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Sekil 4.13 4WOT ile 157 nolu ligandin doking sonras1 2B ve ligandin RMSD goriintiisii
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinda, 156 adet ligand yapist ROCK enziminin ROCKI ve ROCKII

izoformlari ile etkilesim analizleri hesaplamali yontemlerle incelenmistir.

ROCKI i¢in SBML ROCKII i¢in ise 4WOT pdb kodlu kristal yap1 tercih
edilmistir. Bu yapilar; ROCKI i¢in 18 adet kristal yap1 arasindan, ROCKII igin
ise 2 adet kristal yap1 arasindan insan organizmasinda olmasi, benzerliklerin
%100 olmas1 ayni1 zamanda en diisiik ¢cozliniirliige sahip olma ait kriterler goz
oniine alinarak belirlenmistir.

Bu kristal yapilar ile yapilan analizleri deneysel analizlerle ile karsilastirmak
amactyla, ROCKI i¢in 2ETR-Y27632, ROCKII i¢in ise, 2H9V-Y27632 ait kristal
yapilar kullanilmistir.

ROCKI i¢in secilen SBML yapist ile deneysel sonuglar1 karsilastirmak igin
kullanilan 2ETR arasindaki sekans benzerligi %96.8, ROCKII i¢in se¢ilen 4WOT
yapist ile deneysel sonuglart karsilastirmak igin kullanilan 2H9V arasindaki
sekans benzerligi %94.7 bulunmustur.

Secilen bu kristal yapilar 156 adet ligand yapisi ile AutoDock 4.2 programi ile
etkilesim analizleri yapilmistir. ROCKI i¢in 151, ROCKII i¢in ise 146 ligand yap1
deneysel ¢alismalar dogrultusunda bilinen baglanma bdlgeleri (2ETR-Y27632,
2H9V-Y27632) ile uyumlu bulunmustur (Sekil 4.7, Sekil 4.11).

Doking analizi sonucunda olusan kompleks yapilar i¢in yapilan etkilesim
analizleri sonucunda, ROCKI i¢in belirlenen 151 ligandin 10 tanesi (17, 39, 73,
75, 76, 80, 82, 107, 115, 163), ROCKII i¢in belirlenen 146 ligandin ise 8 tanesi
(147, 23, 141, 113, 114, 144, 112, 83) deneysel calismalarda belirlenen
aminoasitlerle birebir etkilesimde bulunmustur. Ligand yapilarmin farkh
bulunmasi ROCKI ve ROCKII izoformlarinin spesifik oldugunu gostermektedir.
Doking analizi sonucunda olusan enzim-ligand yapilar i¢in hesaplanan baglanma
afinitesi ve AG degerlerine gore segilen en iyi 10 ligandin etkilesim analizleri
yapilmistir. Bu yapilar arasindan ROCKI i¢in 78, 90 ve 144 yapilar1t ROCKII igin
24, 145 ve 148 yapilan farkli bulunmus olup bu izoform yapilar i¢in spesifik

oldugu ongoriilmektedir.
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e En iyi baglanma affinitesi gosteren bu ligand yapilar1 ile enzim arasindaki
etkilesim analizleri sonucunda, ROCKI i¢in Ile82 ve Val90, ROCKII igin ise
Aspl76 ve Ala231 aminoasitleri olduk¢a sik etkilesimde bulundugu
gbzlemlenmistir. Bu aminoasitlerin, bu ¢aligmayla etkilesimde olduk¢a onemli
role sahip olduklar1 6ngoriilmektedir.

e 156 adet ligand yapis1 i¢in doking sonrasi1 konformasyon degisimlerini incelemek
amaciyla RMSD degerleri hesaplanmistir. ROCKI i¢in 30, 31, 119, 121, 159, 166,
127-7 yapilar1t ROCKII igin 32, 54, 87, 96, 107, 124, 131 yapilarn farkli

bulunmustur.

ROCKI ve ROCKII’in arasindaki katalitik domainlerindeki benzerlikleri ne kadar yiiksek
olsa da ROCKI’in ve ROCKII'nin farkli bolgelerde eksprese olmasi bu izoformlarin
viicutta farkli fonksiyonlarda gorev aldigimi literatiirde bilinmektedir. Bu gergegin
molekiiler seviyede izahi i¢in aynit 156 adet ligandin ile enzim yapilar1 arasindaki
Molekiiler doking ¢alismasini 1) Etkilesim bolgesine gore, 2) Baglanma enerjisine gore
ve 3) RMSD degerleri gore degerlendirmemiz sonucunda etkilesim boélgelerine gore
analiz sonuglarinin diger iki parametreye gore daha dogru ve tutarli sonuglar ortaya
cikardigimi gormekteyiz. Ciinkii etkilesen ligandlarin her bir izoforma gore 6zellikli
olmast demek her iki yap1 ile etkilesim benzerliginin ya ¢ok diisiik ya da hi¢ olmamasini
gerektirmektedir. Diger dnemli bir kisim etkilesen yiizey bolgelerindeki farmakofor
ozelliginin, yiizey hacminin ve alaninin farkliligidir. Bu sonuglar dogrultusunda ilerde
de-novo analizi ile ila¢ tasarimi yapilarak daha 06zgiin, spesifik ilag molekiillerin
tasarlanmas1 saglanarak bu alanda yapilacak deneysel caligmalara 151k tutmasi

ongoriilmektedir.
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EKLER

ROCKI ve ROCKII enziminin 156 adet ligand arasindaki etkilesim analizi sonucunda

AutoDock programiyla hesaplanan baglanma enerjisi (AG) ve K degerleri

ROCKI ROCKII
Ligand Numarasi | AG (kcal/mol) | Ki (nanomolar) | AG (kcal/mol) | Ki (nanomolar)

1 -11.64 2.9 -12.27 1.01
2 -8.20 967.85 -8 1370
3 -7.33 4260 -6.6 14560
4 -8.55 540.8 -8.12 1110
5 -9.23 172.43 -8.08 1200
6 -8.42 671.31 -8.21 963.19
7 -9.56 98.52 -10.31 27.89
8 -10.46 21.56 -10.3 28.27
9 -10.75 13.09 -10.3 27.99
10 -8.45 639.66 -8.02 1320
11 -8.43 664.09 -9.14 200.93
12 -8.96 271.6 -9.54 101.5
13 -9.83 62.68 -9.84 61.71
14 -7.29 4500 -6.86 9410
15 -10.20 33.6 -10.49 20.59
16 -8.34 770.68 -7.99 1390
17 -9.82 62.99 -8.97 266.34
18 -11.06 7.75 -10.86 11.02
19 -8.34 773.93 -8.35 755.98
20 -8.72 402.69 -8.79 361.96
21 -8.70 417.37 -9.39 131.35
23 -10.53 19.01 -10.52 19.35
24 -10.92 9.98 -12.21 1.11
25 -11.2 6.15 -10.73 13.75
26 -11.51 3.67 -11.36 4.75
27 -8.30 828.5 -8.49 596.29
28 -8.86 2310 -8.55 538.41
29 -9.04 475.23 -8.46 624.11
30 -9.38 133.93 -8.42 676.17
31 -9.11 211.18 -8.59 508.29
32 -10.38 24.61 -9.54 101.39
33 -8.77 369.84 -8.47 617.92
34 -9.73 74.04 -9.41 127.34
38 -7.92 1570 -8.37 737.02
39 -9.26 163.01 -8.96 268.48
40 -9.14 200.17 -8.94 280.42
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ROCKI ROCKII
Ligand Numarasi | AG (kcal/mol) | Ki (nanomolar) | AG (kcal/mol) | Ki (nanomolar)

41 -11.31 5.15 -9.87 58.15
42 -8.00 1370 -8.23 928.55
43 -8.76 378.03 -8.88 312.15
44 -10.24 31.26 -9.92 53.43
46 -10.9 10.22 -9.76 69.92
47 -12.48 0.71268 -11.97 1.69
49 -9.81 63.91 -9.37 135.64
51 -8.44 646.18 -8.3 826.25
52 -7.83 1810 -9.03 241.61
53 -9.76 69.85 -9.58 95.72
54 -9.43 122.26 -9.75 71.65
55 -9.15 196.58 -8.73 401.61
57 -7.78 1980 -8.1 1150
58 -7.85 1770 -8.33 779.36
59 -9.08 219.13 -9.47 114.36
60 -10.26 29.99 -10.07 41.67
61 -8.09 1180 -7.75 2090
62 -8.95 273.19 -9.22 175.76
63 -8.84 332.75 -8.86 321.07
65 -9.39 131.93 -9.06 227.96
66 -9.54 102.48 -9.77 69.03
67 -10.84 11.24 -9.67 82.15
69 -8.03 1290 -8.48 613.13
70 -8.92 290.15 -9.01 247.22
72 -9.56 98.14 -9.39 131.79
73 -8.16 1040 -7.79 1960
74 -9.68 80.33 -8.92 289.04
75 -9.8 66.09 -9.66 82.4
76 -9.28 156.65 -9.09 216.29
77 -10.67 15.06 9.3 151.4
78 -12.99 0.30298 -11.26 5.61
79 -9.67 81.28 -9.21 176.44
80 -9.88 57.42 -9.51 107.4
81 -7.85 1760 -7.75 2080
82 -8.16 1050 -7.83 1810
83 -8.61 492.19 -8.35 760.33
84 -9.22 173.83 -8.91 296.25
85 -7.71 2220 -7.62 2600
87 -10.64 15.97 -10.19 34.2
88 -9.63 87.79 -8.94 279.23
89 -9.77 68.56 -9.22 175.58
90 -11.76 2.38 -10.69 14.65
91 -10.12 38 -9.42 124.3
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ROCKI ROCKII
Ligand Numarasi | AG (kcal/mol) | Ki (nanomolar) | AG (kcal/mol) | Ki (nanomolar)
92 -9.07 226.35 -8.62 481.58
93 -8.25 894.8 -8.12 1120
95 -9.37 134.73 -9.2 181.06
96 -9.88 57.41 -9.94 51.41
97 -8.74 393.9 -9.2 180
98 -10.01 45.76 -8.89 305.86
99 -8.46 634.1 -8.63 475.89
100 -9.22 174.36 -10.32 27.27
101 -8.8 353.76 -8.62 482.5
102 -8.82 342.01 -8.95 273.58
103 -9.4 129.69 -9.3 151.35
104 -10.22 32.46 -9.62 89.24
105 -9.15 197.17 -8.7 420.06
106 -9.37 135.18 -9.44 119.33
107 -8.38 718.49 -8.09 1180
108 -9.11 209.47 -8.37 733.99
109 -9.16 194.02 -8.71 409.82
110 -9.9 55.45 -9.07 225.49
111 -9.52 104.78 -9.64 85.43
112 -10.59 17.38 -9.82 63.17
113 -11.24 5.77 -10.42 23.08
114 -11.12 7.05 -10.28 29.22
115 -8.62 479.6 -8.49 593.83
116 -9.39 131.23 -9.86 59.1
117 -9.12 207.94 -9.31 150.36
118 -9.41 126.17 -9.13 204.55
119 -8.14 1070 -8.14 1070
120 -10.64 15.9 -11.5 3.75
121 -10.21 32.63 -9.72 74.77
122 -9.5 109.5 -8.1 1160
123 -11.26 5.62 -11.02 8.32
124 -6.84 9620 -6.47 18140
125 -9.72 74.7 -11.02 8.36
126 -11.05 7.89 -11.19 6.23
127-1 -9.33 145.35 -8.83 336.71
127-2 -9.95 50.69 -9.75 71.34
127-3 -10.51 19.91 -9.25 164.47
127-4 -9.45 117.38 -8.95 273.98
127-5 -10.76 12.98 -9.51 106.19
127-6 -10 46.76 -9.54 101.15
127-7 -9.68 80.87 -9.16 194.26
131 -8.45 635.06 -8.61 488.86
132 -8.36 745.09 -8.38 715.25
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ROCKI ROCKII
Ligand Numarasi | AG (kcal/mol) | Ki (nanomolar) | AG (kcal/mol) | Ki (nanomolar)
133 -8.91 292.6 -8.79 361.35
134 -9.67 81.63 -8.65 455.14
135 -8.45 638.44 -8.63 472.96
138 -10.3 27.99 -10.26 30.15
140 -11.28 5.38 -9.84 61.56
141 -11.24 5.77 -10.43 22.53
142 -10.68 14.84 -9.45 118.33
143 -11.39 4.49 -11.72 2.55
144 -11.47 3.88 -10.16 35.84
145 -11.26 5.6 -12.06 1.45
146 -10.98 8.91 -10.78 12.54
147 -12.03 1.52 -12.23 1.09
148 -11.29 53 -11.37 4.62
149 -11.39 4.45 -11.47 3.88
150 -11.88 1.97 -11.48 3.84
152 -10.35 25.93 -9.53 103.24
153 -9.91 54.07 -9.39 131.61
154 -10.62 16.36 -9.53 104.22
155 -10.14 37.08 -9.34 141.78
157 -9.53 103.3 -9.14 198.11
158 -9.5 109.57 -9.27 159.44
159 -9.89 56.59 -9.29 155.97
161 -9.18 187.47 -9.12 205.83
162 -9.47 113.54 -9.49 110.92
163 -10.15 36.57 -9.7 78.15
164 -10.57 17.79 -9.86 59.46
165 -8.31 805.95 -8.39 703.74
166 -9.35 140.21 -8.37 734.23
167 -10.48 20.85 -9.5 108.1
168 -9.26 162.48 -8.16 1040
169 -10.05 43.34 -8.78 365.87
170 -8.03 1300 -8.13 1110
171 -8.9 298.41 -8.6 495.68
172 -10.28 29.21 -10.49 20.32
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