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OZET

Amag: Nitrik oksit sentazin indiiklenebilir izoformu (iNOS) makrofajlar basta olmak {izere pek ¢ok hiicrede sentezlenir ve immiin
yanittan sorumludur. iNOS ekspresyonunun ve dolayistyla NO iiretiminin yararli antiviral, antiparazital, mikrobisidal, immiin
modiilator ve antitiimor etkilerinin oldugu bilinmektedir. Diger taraftan iNOS'un asir1 ekspresyonu veya diizensizliginin bir sonucu
olarak agirt miktarda NO salinimi bir¢ok hastaliin patofizyolojisinde rol oynamaktadir. Bitkilerden elde edilen biyoaktif bilesenlerin
iNOS baglanmasina iliskin hesaplamali ¢aligmalar yapmak, inhibitor mekanizmalar1 hakkinda kesin bir dogruluk diizeyi ile ayrintili
bilgi elde etmeyi saglar. Bu caligmada, resveratrol, s-allilsistein (SAC), hiperisin ve timokinonun iNOS enzimi ile molekiiler
etkilesimlerinin in-silico yontemlerle incelenmesi amaglanmuistir.

Materyal ve Metot: Hedef protein olan iNOS’un kristal yapist protein veri tabanindan alimmistir. Biyoaktif bilesiklerin 3D
yapilar1 ise PubChem’den elde edilmistir. iNOS inhibitér molekiillerin kenetlenme simiilasyonlari, AutoDock Vina programi
kullanilarak yerlestirme ¢aligmasi yapildi.

Bulgular: Molekiiler yerlestirme sonuglarma gore secilen biyoaktif bilesiklerin tamami iNOS’a karsi inhibitor aktivite
sergilemistir. Ayrica kenetlenme analizi sonu¢larinin hepsinde molekiiller ayni noktadan ana proteaza baglanmigtir.

Sonug: Hiperisin diginda diger biyoaktif bilesikler iNOS inhibisyonu i¢in alternatif ilag adaylar1 olmaya hazirdir. Ancak
bilgisayar simiilasyonlar1 inhibitor bilesiklerin gelistirilmesi i¢in ilk adimdir ve daha fazla arastirma ve klinik uygulama yapilmasi
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyoaktif bilesenler, nitrik oksit, inos, in-slico

ABSTRACT

Aim: The inducible isoform of nitric oxide synthase (iNOS) is synthesized in many cells, especially macrophages, and is
responsible for the immune response. It is known that the expression of iNOS, and therefore the production of NO, has beneficial
antiviral, antiparasitic, microbicidal, immunomodulatory, and antitumor effects. On the other hand, excessive NO release because
of overexpression or dysregulation of iNOS plays a role in the pathophysiology of many diseases. Conducting computational studies
of iNOS binding of bioactive components obtained from plants allows us to obtain detailed information about their inhibitory
mechanisms accurately. This study investigated the molecular interactions of resveratrol, s-allylcysteine (SAC), hypericin, and
thymoquinone with the iNOS enzyme by in-silico methods. All of the bioactive compounds selected according to the results of
molecular placement exhibited inhibitory activity against iNOS.

Materials and Methods: The crystal structure of the target protein, iNOS, was taken from the protein database. 3D
structures of bioactive compounds were obtained from PubChem. Docking simulations of iNOS inhibitor molecules were
performed using AutoDock Vina program.

Results: All of the bioactive compounds selected according to the molecular placement results exhibited inhibitory activity
against INOS. In addition, in all of the docking analysis results, the molecules were connected to the main protease from the same
point.

Conclusion: Apart from hypericin, other bioactive compounds are ready to become alternative drug candidates for iNOS
inhibition. However, computer simulations are the first step for the development of inhibitory compounds, and further research and
clinical applications are required.
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GIRIS

Nitrik oksit (NO) damar endotel hiicrelerinden kdken alan,
suda ¢oziinebilen, kisa omiirlii, renksiz bir gazdir. Hiicre igi
NO iiretimi nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri tarafindan, L-
L-sitruline
gerceklestirilir. NOS’un bilinen {i¢ farkli izoformu vardir.
Bunlar: Endoteliyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS), Noronal
Nitrik Oksit Sentaz (nNOS) ve Indiiklenebilir Nitrik Oksit
Sentaz (iNOS) olarak adlandirilirlar. nNOS; santral, otonom
ve enterik sinir sisteminin belli hiicrelerinde, eNOS; vaskiiler

arginin  amino  asidinin ¢evrilmesiyle

endotel hiicrelerinde, iNOS ise; mokrofajlarla birlikte, immiin
savunmada gorev alir (1, 2). Tim NOS enzimleri, aktif
formlarinda kalmodulin, flavin adenin diniikleotit (FAD),
flavin mononiikleotit (FMN) ve tetrahidrobiopterin (BH4)
olan birkag kofaktor igermektedir. eNOS ve nNOS, aktiviteleri
icin hiicre i¢i kalsiyum (Cat+2) diizeyinde artisa gerek
duyarken, iNOS aktivitesi i¢in Ca+2 konsantrasyonundaki
degisikliklere gereksinim duymamaktadir (3).

NO, hem saglhkta hem de hastalikta genis islev
yelpazesine sahip bir sinyal molekiiliidiir. Birkag saniyelik
kisa bir yar1 dmre sahip oldukga yayilabilir bir gaz olan NO,
tiim biyolojik membranlardan kolaylikla gegerek hem otokrin
hem de parakrin eylemlere aracilik eder (4). Yapilan
arastirmalarda NO’nun sinir sistemi, dolasim sistemi, solunum
sistemi, sindirim sistemi ve immiin sistem gibi pek ¢ok
sistemde Onemli fonksiyonlarmin  bulundugu ortaya
konulmustur. Ayrica tasidigi ¢iftlenmemis elektron nedeniyle
oldukca kararsiz bir serbest radikal 6zelligine de sahiptir.
Diger serbest radikaller her konsantrasyonda zararliyken NO
diistik konsantrasyonlarda 6nemli fizyolojik olaylarda gorev
alir, ancak kontrolsiiz ve agirt NO sentezi ise hiicreler igin
zararlidir. NO bu o6zellikleri sayesinde ideal bir fizyolojik

haberci molekiil 6zelligi kazanmaktadir (5).

iNOS baslangigta makrofajlarda tanimlanmis olmasina
ragmen artik insanlarda iskelet kasi, yag dokusu ve karaciger
gibi insiiline duyarli organlar da dahil olmak {izere birgok
dokuda yaygin olarak ifade edildigi bilinmektedir (6, 2).
iNOS'un ifadesi saglikli durumda mevcut degildir. iNOS,
diger izoformlardan farkli olarak oksidatif stres ve inflamatuar
yanit sirasinda de novo olarak ifade edilir. Hiicrelerde
fizyolojik kosullarda iNOS olmamasina ragmen ozellikle
bakteriyel lipopolisakkaritler (LPS), interferon gama (IFN-y),
sitokinler (interlokin-1, -2, -6, tiimor nekroz faktdr vb.) ile
uyarima bagli olarak ekspresyonu aktive olmaktadir. Aktif
hale gecen iINOS enzimi makrofaj ve damar endotel
hiicrelerinde sentezlenmeye baslar (3). iNOS tarafindan
iretilen NO miktar1 uzun siireli (saatler, giinler) ve yiiksek
40 katina kadar ¢ikabilmekte)
salgilanmaktadir. iNOS, eksprese edildikten sonra uzun bir

derisimde  (normalin
stire boyunca (saatler/giinler) nanomollerde biiyiik miktarda
NO fdretebilir (4). Bu yol ile iretilen NO, bakteriyel
enfeksiyonlarin temizlenmesi i¢in bir inflamasyon efektorii ve
ayrica adaptif immiin yanitlarin diizenleyicisi olarak gorev

yapar (7).
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iNOS araciligr ile iiretilen NO daha ¢ok inflamatuar
cevaplarda ve kanser gibi hastaliklarda Onemlidir (8).
Inflamatuar hastaliklarda immiin yanit mekanizmalarinda
iNOS tarafindan yiiksek konsantrasyonlarda tiretilen NO, hizli
bir sekilde reaktif nitrojen tiirlerine (RNT) oksitlenir ve
NO’nun bagisiklik sistemi {iizerindeki etkilerinin ¢oguna
aracilik eder (9). iNOS kanser hiicrelerinde konsantrasyona
bagli olarak tiimor gelisimini hem destekleyici hem de
baskilayicit rol oynar. Sitotoksik etkisi araciligt ile kanser
hiicrelerini yok ederken tiimor mikrogevresinde anjiyogenez
ve metastaza neden olarak tiimor gelisimini destekleyici etki
gbsterir (8). Ote yandan, iNOS'un asir1 ekspresyonundan veya
diizensizliginden kaynaklanan uygun olmayan yiiksek NO
konsantrasyonlari, toksik etkilere neden olabilir. Asir1t NO
tiretimi  septik sok, kardiyak fonksiyon bozuklugu, agri,
diyabet ve kanserler dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklar ile
iligkilidir (2).

iNOS indiiksiyonu ayrica diyabet ve obezite iligkili insiilin
direnci ile baglantili olabilir. Clinkii iNOS'un insiiline duyarlt
dokularda ifade edildigi ve obezitenin kas, yag dokusu ve
damar yapisindaki iNOS seviyelerini arttirdigi bilinmektedir
(2). Rat pankreas hiicrelerinin NO toksisitesine ¢ok duyarh
oldugunu ve prediyabetik siganlarin pankreas makrofajlarinda
iNOS ifadesinin arttig1 tespit edilmistir (10). Bu nedenle,
iNOS
duyarlastiricilarin yeni bir etki mekanizmasi oldugu yakin

ekspresyonunun inhibisyonunun, insiilin
zamanda One siiriilmiistiir. Bu amagla yapilan bir ¢aligmada
iNOS
hiperglisemisini onledigini ve insiilin direncini azalttig1
bildirilmigtir (11).

iNOS'un
inhibisyonu, iNOS iligkili hastaliklarin baglangicinda ve/veya

LPS uygulanan siganlarda inhibitoriiniin  aglik

ekspresyonunun  ve/veya  aktivitesinin
ilerlemesinde bu enzimin patolojik rollerini frenlemek icin bir
strateji olarak diigiiniilmiistiir. Bu amagla dogal ve sentetik
kaynaklardan tiiretilen iNOS inhibitorleri arastirmalarda
kullanilmaktadir (8). Geleneksel tipta anti-inflamatuar etki
icin kullanilan bir¢ok bitkinin NO {iiretimini engelleyerek etki
gosterdigi bildirilmektedir. Bu bitkilerden edilen biyoaktif
bilesenler hakkindaki iNOS

inhibitorlerini tanimlamada arastirmacilara 6nemli ipuglari

bilgiler, gii¢lii ve segici
saglayabilir. Bitkilerden elde edilen biyoaktif bilesenlerin
iNOS baglanmasina iligkin hesaplamali ¢aligmalar yapmak ve
inhibitér mekanizmalart hakkinda kesin bir dogruluk diizeyi
ile ayrintili bilgi elde etmeyi saglar. Bu ¢alismada resveratrol,
s-allilsistein (SAC), hiperisin ve timokinonun iNOS enzimi ile
molekiiler etkilesimlerini in-silico yontemler ile incelenmesi

amaglanmigstir.

MATERYAL ve METOT

Hedef Proteinin Bulunmasi ve Hazirlanmasi

Bu calismada ele aldigimiz hedef protein iNOS’tur.
Protein Veri Bankasi (https://www.rcsb.org/) veri tabaninda
tutulan veriler kullanilarak, insan nitrik oksit enzimine ait ve
kristal olarak tanimlanan iNOS enziminin yapisi {icretsiz



olarak elde edildi. insan nitrik oksit sentaz enzimlerinin
hazirlik stirecinde Discovery Studio programi kullanilarak tiim
kalintilar ile birlikte su molekiilleri ortamdan kaldirildi, polar
hidrojen baglar eklenerek molekiiler kenetlenme islemi igin
hazir duruma getirildi (Sekil 1).

Sekil 1. iNOS enziminin yapis1. Sagdan baglayarak; Mavi bolge alan

I (amino asit kalintis1 81-501), yesil bolge alan II (amino asit
kalintist ~ 82-501). PDB  ID: 4NOS,  Erisim

Tarihi:01/09/2022, Coziniirlitk: 2.25 A.

Ligandlarin Toplanmas: ve islenmesi
yapilacak olan molekiiller
timokinon) PubChem

Molekiiler kenetlenmesi
(resveratrol, SAC, hiperisin ve
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabanindan elde
edilmistir. Molekdillerin enerji optimizasyonlari i¢in Avogadro
(stirim 1.2.0) programinda (12) 50 adim basina giincelleme
sayisi, MMFF94 (Merck Molekiiler Kuvvet Alan1 94) ve en
dik
optimizasyonlar1 yapildi (Tablo 1).

inis  algoritmas1  segilerek  molekiillerin  enerji

Tablo 1. Calismada kullanilan ligandlar ve 6zellikleri

Molekiiler
No i Ligandlar PubChem agirhk 2D* 3DH
CID
(g/mol)
iperisi 504.4
1 Hiperisin 3663 g/mol
2 | Resveratrol | 445154 | 22524
g/mol
161.22 T
3 SAC 9793905 g/mol ehe »3 a %
imoki 164.2 :}{4 )
4 i Timokinon ;{ 10281 g/mol { J{'ﬂt

#2D: 2-Boyutlu Gorsel, ##3D: 3-Boyutlu Gorsel

Ligandlar i¢in ADMET ve ila¢ Benzerligi Tahmini

Bilgisayar tabanlt ADMET ve ilag benzerligi tahminleri,
ila¢ kesifleri i¢in bir avantaj olusturmaktadir (13). ADMET
(Emilim, Dagitim, Metabolizma, Bosaltim, Toksisite)
tahminleri  i¢in  http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/
BMDRC https://preadmet.qsarhub.com/ veri
yararlamlmustir. ilag benzerligi tahminleri igin SwissAdme

ve
tabanindan
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(http://www.swissadme.ch/) veri tabanindan yararlanilmigtir
(14,15). 1lag benzerlik siirecinde Lipinski, Ghose ve Veber
kurallar1, ek olarak gastrointestinal sistem emilimleri, kan
beyin bariyeri emilimleri, hepatotoksisite, deri gegirgenligi ve
biyoyararlanim puanlart da incelenmistir.

Molekiiler Yerlestirme

iNOS inhibitér molekiillerin kenetlenme simiilasyonlari,
AutoDock Vina (siirim 1.1.2) programi kullanilarak, 3 yollu
¢oklu okuma, Lamarc Genetik Algoritmasi (16) ile kenetlenme
calismasi yapildi. Kenetlenme bolgesi olarak protein veri
bankasi (PDB) veri tabanindan elde edilen enzim ile hali
hazirda bagli olarak gelen inhibitér ¢ikarildi. Cikarilan
inhibitériin yerine molekiiler kenetleme yapildi. Figiirler,
Discovery Studio Visualizer (17) kullanilarak olusturuldu.

BULGULAR

Bu in-silico ¢aligmasinda, biyoaktif bilesiklerin tamami
iNOS’a karsi inhibitoér aktivite sergilemistir. Kenetlenme
analizi sonuglarmin hepsinde molekiiller ayn1 noktadan ana
proteaza baglanmistir. Vina tarafindan hesaplanan kenetlenme
sonuglart ile hidrojen bagi sayisi, hidrojen bagi yapilan amino
asit kalintilar1 gosterilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Ligandlarin molekiiler yerlestirme sonuglari

Baglanma
Enerjisi
(kcal/mol
)

Hidroje { Aminoasi
n Bag t
Sayisi1 | kalintilart

Aminoasit Kalintilar1 ile Yaptig1 Farkli

Ligandlar Baglar

ALA-194 ALA-197 ARG-199 CYS-200
ILE-201 GLY-202 LEU-209 SER-242
VAL-352 MET-355 PHE-369 ASN-370
GLY-371 TRP-372 TYR-373 MET-374
TRP-463 TYR-489
TRP-194 ALA-197 ARG-199 PRO-198
Resveratro 8.9 R R CYS-200 LEU-209 SER-242 ILE-244

1 ' MET-355 ASN-370 GLY-371 PHE-488
TYR-489

Hiperisin -10.1 GLU-377

TRP 194 LEU-209 SER-242 PRO-350
ALA-351 PHE-369 ASN-370 TYR-489

VAL-352

SaC GLY-371

48

TRP-194 CYS-200 GLY-202 LEU-202
ILE-244 PHE-369 ASN-370 GLY-371
TRY-489

Timokinon -6.5 1 SER-242

Hiperisin, resveratrol, SAC ve timokinon iNOS’a sirast ile
-10.1, -8.9, -4.8, -6.5 kcal/mol baglama enerjilerine sahiptir.
Baglanma enerjisi seviyesi (negatif) ne kadar diisiikse,
reseptor (enzim) ve ligandlar (bilesik veya inhibitor)
arasindaki baglanma daha gii¢lii olacaktir (18). Calisilan
biyoaktif bilesikler arasinda -10.1 kcal/mol degeri ile hiperisin
en diisiik baglanma enerjisi gosterdiginden en yiiksek inhibitor
etkiyi saglayabilecegi 6ngorilmiistiir.

Molekiiler yerlestirme sonuglarina gore; Hiperisin iNOS
enzimi ile GLU-377 amino asidi ile iki hidrojen bagi
yapmistir. Bu molekiil ayrica ALA-194, ALA-197, ARG-199,
CYS-200, ILE-201, GLY-202, LEU-209, SER-242, VAL-
352, MET-355, PHE-369, ASN-370, GLY-371, TRP-372,
TYR-373, MET-374, TRP-463, TYR-489 aminoasitleri ile
farkli baglar yapmistir ve bu baglar Pi-Sigma, Pi-Alkyl ve
diger hidrojen olmayan baglardir (Sekil 2—A1). Resveratrol ise
herhangi bir aminoasit ile geleneksel hidrojen bagi
etkilesimine girmezken TRP-194, ALA-197, ARG-199, PRO-
198, CYS-200, LEU-209, SER-242, ILE-244, MET-355,
ASN-370, GLY-371, PHE-488, TYR-489 amino asitleri ile
hidrojen olmayan baglarla etkilesime girmistir (Sekil 2—A2).
SAC ligand1 iNOS enzimi ile VAL-352 ve GLY-371 amino
asitleri ile geleneksel iki hidrojen bagi yapmustir. Ek olarak



TRP 194, LEU-209, SER-242, PRO-350, ALA-351, PHE-369,
ASN-370, TYR-489 amino asitleri ile hidrojen olmayan baglar
yapmustir (Sekil 2—A3). Timokinon molekiilii iINOS enzimi ile
SER-242 aminoasidi ile geleneksel bir hidrojen bagi, GLY-
371 aminoasidi ile bir karbon hidrojen bagi yapmistir. Ayrica
timokinon TRP-194, CYS-200, GLY-202, LEU-202, ILE-244,
PHE-369, ASN-370, TRY-489 amino asitleri ile hidrojen
olmayan baglar yapmustir (Sekil 2—A4).
Sekil 2. Sirasi ile hiperisin (Al), resveratrol (A2), SAC (A3),
timokinon (A4) bitkisel etken maddelerin ve iNOS
kenetlenme simiilasyonunun 2D gériintiileri.

Biyoaktif

bilesiklerin
simillasyonunun 3D goériintiileri de ayni programdan elde
edilmistir (Sekil 3).

Arastirma Makalesi

iNOS ile kenetlenme

Sekil 3. Sirasi ile hiperisin (B1), resveratrol (B2), SAC (B3) ve
timokinon (B4) bitkisel etken maddelerin ve iNOS
kenetlenme simiilasyonunun 3D gériintiileri.
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Tablo 3. Ligandlarin ADMET ve ila¢ Benzerligi Sonuglari

-

-

_ A 3
= X . 2 g —
S ~ ) 5} >
) % & E T i3 23
Ligandlar Ilag-Benzerlikleri = = g Q = i 5 o
2 = g Z | i3S S
E S5 2 2 S = &b
= 8 5 5 v ] — E E
s o = 2 S 0 < o 3 o
5 50 Q ] 3 § 6% E2
c 2: 5 & % 3z %

£ o
£ 8¢ 7 2 & ZE ZZ
Lipinski nin besler Ghose kuralina Veber kuralina
kuralina uygunlugu uygunlugu uygunlugu

Hiperisin 2 ihlalH*?\}/lllé&;bSOO 3 ihlal:}lxﬁl‘r{b“g()’ Hayrr; 0.17 10.692667; 100 | Yok | Yok | 2482 i 0438

P **NHOr0H>5 ’ "WLOGP>5.6, i I ihlal: “TPSA>140 ’ ’ ’ ’

"*MR>130
Resveratrol Evet; 0 ihlal Evet; 0 ihlal Evet; 0 ihlal 0.55 1.73812 {90.935{ Yok Yok | 2.529 0.331
SAC Evet; 0 ihlal Evet; 0 ihlal Evet; 0 ihlal 0.55 0.229899 i 79.971 i Yok Yok 2.02 1.115
Timokinon Evet; 0 ihlal Evet; 0 ihlal Evet; 0 ihlal 0.55 1.78938 {99.382{ Var Var 1.743 0.89
*MW (Molekiiler Agirlik), **NHorOH (Hidrojen Bag1 Alicist), ***MR (Molar Kirilma) “"WLOGP (Lipofilite), #TPSA (Toplam Polar Yiizey Alan1),
+KBB(Kan Beyin Bariyeri), ++GI(Gastrointestinal Sistem)
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Lipinski kurali, Veber kurali, Ghose kurali lipofiliklik,
suda ¢oziiniirlik biyolojik aktiviteye sahip olan ligandlarin
ilag benzerligini degerlendirmeye yardimci olan kurallardan
bazilaridir. Bu kurallardan olan Lipinski’nin bes kuralina gore
ilag adayr olan molekiilde; molekiiler agirhik (MW) <500
g/mol, lipofilisite katsayis1t LogP<5, hidrojen bag1 vericisi <5,
hidrojen bagi alicis1 <10, molar kirilma degerleri 4-130
arasinda olmalidir (19). Veber’in kurallarina gére ilag aday1
olan bir molekiilde olmasit gereken oOzellikler; ilag
molekiiliinlin hidrojen bag1 <12, donebilir bag sayis1 <10 ve
toplam polar yilizey alani (total polar surface area, TPSA)
<140, oral biyoyararlanimi > %20 olmalidir (20). Ghose
kurallarmma gore ila¢ adayr olan bir molekiilde; LogP(-
0.4~5.6), molar refraktivite (MR) degeri 40~150, molekiil
agirhigt (MW) 160~480 g/mol, atom sayis1 20~70, ve polar

yiizey alant (PYA) <140 degerlerinde olmalidir (21).

Calismamizda ele aldigimiz ligandlarin intestinal sistem
absorpsiyonu, deri gegirgenligi, hepatotoksisite ve kan beyin
bariyeri absorpsiyou ve ADMET o&zellikleri, SwissADME
¢evrimigi veritabaninin yardimriyla listelenmistir. Ligandlarin
intestinal sistemden emilim yiizdeleri sira ile hiperisin (%100),
timokinon (%99.3), resveratrol (%90.9), SAC (%79.9). Kan
beyin bariyeri absorpsiyon skorlari ise sirasi ile timokinon
(1.789), (1.738), SAC (0.229),
(0.692667). Diger taraftan incelenen ligandlardan sadece

resveratrol hiperisin
timokinonun hepatotoksisite ve deri gegirgenliginin oldugu
tahmin edilmistir. Calismamizda kullandigimiz hiperisin
molekiilii Lipinski, Veber ve Ghose kurallarinin birgogunu
ihlal etmesine karsin iNOS enzimine en yiiksek baglanma
enerjisi ile baglandig1 tespit edilmistir. Diger taraftan
resveratrol, SAC ve timokinon bu kurallara uygun olarak

bulunmustur (Tablo 3).

TARTISMA

Molekiiler yerlestirme, bilgisayar ortaminda yapilan bir
proteinin (enzim, reseptor) bir ligand ile (biyoaktif bilesikler,
ilac molekiilii) kararli bir kompleks olusturmak igin
yapabilecegi baglanma etkilesiminin ii¢ boyutlu yapisinin bir
tahminini sunmaktadir (22). Gelistirilen bu teknik sayesinde
hastaliklara kesfi

gelistirilmesinde, uygulamalarindan

cesitli iligkin  yeni ilaglarin ve

laboratuvar once

molekiiler yapilar arasindaki baglanmalar
belirlenebilmektedir. Ayrica ADME calismalar1 da molekiiler
yerlestirme yontemiyle analiz edilen molekiillerin ilag aday1

olma 6zelliklerinin belirlenmesinde ipuglari saglamaktadir.

Geleneksel sifali bitkilerin bilimsel olarak incelenmesi
insan saglig1 i¢in bilyiik 6nem tagimaktadir. Son yillarda, dogal
kaynaklar ve bu tiir bitkilerin gesitliligi, modern farmakolojik
yaklasimlar1 tamamlamalarina izin verdigi igin, geleneksel
tibbi bitkilerle ilgili ¢alismalar diinya c¢apinda giderek
artmustir. Bu ¢alismada da kullanilan ligandlar diinya tizerinde
oldukga yaygin olarak bulunan ve metabolik etkileri iizerinde
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en c¢ok c¢alisgilan Dbitkilerin etken maddeleri ve/veya

metabolitlerinden seg¢ilmistir.

Tirkiye’de sar1t kantaron, binbirdelik otu, kan otu,
koyunkiranen isimleri ile bilinen diinyada ise yaygin olarak
“Saint John’s Wort” olarak taninan Hypericum perforatum
eski ¢aglardan beri sifali bir bitki olarak kullanilmaktadir.
Ozellikle yara iyilestirici olarak iin kazanan H. perforatum
yaniklar, yaralar, iilserler ve hayvan 1siriklari i¢in merhem
olarak kullanilmistir. H. perforatum ekstraktlarinda yer alan
bilesikler arasinda bitkinin yogun kirmizi rengini olusturan
naftodiantronlarin 6nemli bir bileseni olan hiperisin en iyi
karakterize edilmis molekiiller arasindadir (23). Hiperisinin
antibakteriyel ve antiviral etkilerinin yanisira fototerapide
antitiimor 6zelliklerinin de oldugu bildirilmistir. Hiperisinin
antiinflamatuar etkilerinin gosterildigi bir ¢aligmada LPS ile
indiiklenen makrofajlarda NO diretiminin ve iNOS gen
ekspresyonlarinin 6nemli dlglide azaldigi gosterilmistir (24).
Diger taraftan cesitli biyoaktivitelere sahip olan bu bilesigin
molekiiler tiplendirme ve karakterizasyon iizerinde bir fikir
birligi saglanamamustir.

Resveratrol, iiziim, yaban mersini, ahududu, kirmizi sarap,
yer fistig1, asma yapragi ve ke¢i boynuzunda bulunan dogal
polifenolik bir bilesiktir (25). Resveratroliin ilk olarak 1997'de
anti-timor aktiviteler gosterdigi bildirilmistir. Daha sonraki
yillarda resveratroliin antioksidan, anti-inflamatuar, anti-
proliferatif ve anti-anjiyogenik etkilerinin oldugu birgok
calismada gosterilmistir. Hemorajik sok kaynakli karaciger
hasar1 iNOS’un up-regiilasyonu sonucu artan NO {iretimi ile
iligkilendirilmis ve hemorajik soktan sonra asirt miktarda
salman NO iretiminin azaltilmasi ile karaciger hasarini ve
inflamasyonunun hafifledigi bildirilmistir (26). Buradan yola
¢ikarak iNOS'un up-regiilasyonu zararli NO iiretiminin ana
kaynag1 oldugundan iNOS aktivasyonunun inhibisyonu, soka
kars1 inflamatuar yanitt modiile etmek i¢in umut verici bir
strateji olarak diislinilmiistiir. Resveratroliin metabolik ve
antiinflamatuar etkilerinden sorumlu olan temel mekanizmalar
halen arastirmalarin konusu olmaya devam etmektedir.

Binlerce yildir gida ve tibbi bitki olarak kullanilan
sarimsak (Allium sativum) 200’den fazla kimyasal bilesik
icermektedir. Bunlarin igerisinde insan sagligi agisindan son
derece Onemli olan s-allilsistein (SAC) bilesigidir. Taze
ezilmig sarimsak kokusuna en ¢ok katkida bulunan bu bilesik
suda ¢oziiniir bir organosiilfiir bilesigidir. SAC, sistein ile
benzer bir yapiya sahip ve oldukg¢a kararli bir amino asittir
27).
antihipertansif ve antioksidan etkiler dahil olmak {iizere
SACnin ¢esitli biyolojik aktiviteleri bildirilmistir. SAC’1n
sahip oldugu bu faydali etkilerin iyi bir antioksidan ve reaktif

Literatiirde, anti-inflamatuar, anti-apoptotik,

oksijen ftiirleri (ROS) iizerindeki temizleyici -etkileriyle
SAC’1n
makrofajlarda iNOS ekspresyonunu inhibe ederek NO

baglantili  oldugu iizerinde  durulmaktadir.

iretimini diizenler, bdylece anti-enflamatuar etki gosterir.



Ayrica yiiksek biyoyararlanimi  (%98) nedeniyle bir

antidiyabetik ve antikanser etkilerine sahip oldugu

bildirilmektedir (28).

Timokinon, ¢orek otu (Nigella sativa) ugucu yaginin

baglica biyoaktif bilesenidir. Yapilan caligmalarda
timokinonun anti-oksidatif, anti-inflamatuar ve anti-kanser
aktivitelerinin oldugu bildirilmistir. Spesifik olarak, timokinon
kanser, sepsis, diyabet, astim, ensefalomiyelit ve artrit dahil
olmak {izere c¢esitli hastalik modellerinde semptomlari
hafiflettigi gosterilmistir (29). Timokinonun NO iiretimine
kars1 inhibitor etkisinin oldugu bildirilmistir. Ornegin bir
calismada ratlarda lipopolisakkarit ile indiiklenen sepsis
iNOS iNOS mRNA

ekspresyonunu baskilayarak NO iiretimini  diizenledigi

modelinde  timokinonun ve
bildirilmistir. Bir bagka c¢alismada ise ratlarda STZ ile
indiiklenen diyabette B-hiicrelerinin timokinon tarafindan
korundugu ve NO saliniminin azaltilmasi yoluyla anti-

diyabetik etki gosterdigi ortaya konulmustur (30).

SONUC
Molekiiler yerlestirme sonuglarina gore segilen biyoaktif
bilesiklerin tamami iNOS’a karsi inhibitér aktivite

sergilemistir. Ayrica kenetlenme analizi sonuglarinin hepsinde
molekiiller ayni noktadan ana proteaza baglanmistir. Calisilan
biyoaktif bilesikler arasinda -10.1 kcal/mol degeriyle hiperisin
en diisiik baglanma enerjisi gosterdiginden en yliksek inhibitor
etkiyi saglayabilecegi dngoriilmiistiir. [lag benzerligi analizine
gore resveratrol, SAC, timokinonun Lipinski, Veber veya
Ghose kurallarina uygun olarak bulundu. Ancak Lipinski'nin
bes kurali dogal bilesikler i¢in her zaman gegerli olmayabilir.
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and
Drug Administration (FDA)) onayli tim kiigiik molekiillii
ilaglarin sadece yarist hem kullanilir hemde “bes kurali” ile
uyumludur. Bu nedenle segilen ligandlarin ilag benzerlikleri ve

molekiiler yerlestirme sonuglart ilag adayr olabilme

potansiyellerinin oldugunu gostermektedir. Ancak bilgisayar
simiilasyonlart inhibitér bilesiklerin gelistirilmesi i¢in ilk
adimdir ve daha fazla aragtirma ve klinik uygulama yapilmasi
gerekmektedir.
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