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Ozet

Nitrik oksit sentazlar (NOS) L-Arginin aminoasidini L-sitruline oksitleyerek
Nitrik oksit moleklll Ureten bir enzim ailesidir. Memelilerde NOS enziminin
néronal NOS (nNOS, beyinde ve omurilikte), induklenebilir NOS (iNOS,
makrofajlarda), endotelyal NOS (eNOS, kan damarlarimizin i¢ geperlerinde)
olmak Uzere Ug¢ izoenzimi bulunur. Bu U¢ degisik izoenzimden Uretilen nitrik
oksit (NO) molekuld, bir dizi fizyolojik fonksiyonda goérev alir: makrofajlarin
mikroorganizmalarla micedelesinde, endotelyal hicrelerde damarlarin
esnekliginin saglanmasinda ve beyin hicreleri arasinda nérotransmiter olarak.
NO normal sartlarda gaz halinde, radikal ve ylUksek toksisiteli bir molekuldur.
insan biinyemizde uygun zamanda uygun derisimde (retilir ve lokal olarak
kullanilir. Beyinde nérotransmiter gorevi Ustlenen NO ileri yaglarda kontrolsiz
uretildiginde doku hasarina ve oksidatif strese sebep olur. Bu durum da
Alzheimer hastaligi, romatoid artrit ve Parkinson hastaligi gibi nérodejeneratif
hastaliklarin olusumuna katkida bulunur. Damar i¢ ¢eperlerinde endotelyal
tabakada Uretilen NO damara esneklik vererek kan basincinin dismesine
neden olur. Vicuda giren mikroplara kargi bizi koruyan makrofajlar da NO
molekulinu silah olarak kullanir. Dolayisi ile sadece beyinde Uretilen NO
molekulinun azaltilmasi igin nNOS enziminin seg¢imli olarak inhibe edilmesi
cok énemlidir. Ug izoenzimin yapisi birbirlerine son derece benzemektedir. Bu
benzerlik NNOS secimli inhibitor tasarimini zorlastirmaktadir. Birgok ¢alisma
olmasina ragmen henuz bunu basaracak bir ilag gelistirilememistir.
Norodejeneratif hastaliklar, gelismis Ulkelerde kalp damar hastaliklari ve
kanserden sonraki en sik gorulen 6lim nedenidir. Bu projede amacimiza
uygun olarak nNOS'a sec¢imli bir dizi inhibitdr tasarlanmistir. Bunun igin
hedeflenen izoenzimlerin yapilarini temel alan bilgisayar destekli ilag
tasarimindan yararlaniimistir. ilk olarak bugiine kadar calisilmis dnemli NOS
hedefli inhibitdrler sistemimizde her 3 izoenzim igin test edilip benzerlik ve
farkhliklar bir model olusturmak amaciyla incelenmistir. Hesapsal sonuglari
deneysel sonuglarla en ¢ok uyusan 3 izoenzimin (nNOS, eNOS ve iNOS)
kristal yapilari in silico tarama yapilmak igin secilmistir. Segilen bu enzimler
icin ZINC veri bankasi taranarak uygun ana yaplilar (leads) bulunmus, daha

sonra da de novo programi kullanilarak bu ana yapilara fragmantlar (ZINC ve



Accelrys fragmant kutiphanesinden) eklenerek nNOS secimli olan inhibitorler
belirlenmistir. Calismanin sonucunda nNOS enziminin aktif baglanma
bdlgesine secimli olarak yuksek ilgiyle baglanan inhibitorlerin yapilari,
bagdlanma enerijileri ve inhibisyon katsayilari elde edilmistir. Sonuglar rapor
kapsaminda sekil ve tablolarda verilmistir

Anahtar Kelimeler: Nitrik Oksit sentaz, nNOS, eNOS, iNOS, doklama,
skorlama, molekuler modelleme, in silico tarama.



Project Title :/n Silico Design of Selective Neuronal Nitric Oxide Synthase
(nNOS) Inhibitors in Order to Prevent Neurodegenerative Diseases

Abstract

Nitric Oxide syntheses (NOS) are the family of enzymes which catalyzes the
oxidation L-Arginine amino acid to nitric oxide molecule (NO) L-citrulline.
Mammals contain three different NOS isozymes: Neuronal NOS (nNOS, in the
brain), inducible NOS (iNOS, in macrophage cells), endothelial NOS (eNOS,
the inner walls of blood vessels). Nitric Oxide (NO) is an important messenger
molecule, which regulates several physiological functions in cardiovascular

system and neuronal cells in the brain.

Indeed, NO is a free radical gaseous molecule under normal conditions and
highly toxic substance to our cells. In our body, it is produced locally at proper
concentration at proper time. In endothelial cells, it relaxes smooth muscle
causing to decrease blood pressure. Macrophage cells generate NO as an

immune defense system to destroy microorganisms and pathogens.

In our brain under certain pathological conditions after a certain ages
produced excessive NO, causes tissue damage and oxidative stress. This
leads a variety of neurodegenerative diseases, such as Alzheimer's disease,
rheumatoid arthritis and Parkinson's diseases. For this reason, it is important
to inhibit selectively neuronal isozyme of NOS, nNOS in the brain. Three
isozymes show extraordinarily structure similarities hindering the selective
inhibitor design. In the literature there are many outstanding studies, however
there has not being developed any drug which accomplished the required
affinity and selectivity. Neurodegenerative diseases were very common death
cause after cardiovascular diseases and cancer in the developed countries.
We plan to use computer modeling based on the known crystal structure of
three NO isozymes. In this project computationally, we developed, highly
selective nNOS inhibitors via in silico screening. The inhibitors whose
experimental inhibition values reported up to now were tested within our
prepared model NOS isozymes. The obtained computational binding
constants were compared with literature experimental values. The enzymes

whose experimental values agreed with computational values were chosen for



further studies. First, several suitable scaffolds (leads) were determined from
lead library of ZINC database. These leads were optimized using fragment
library of ZINC and Accelrys in the nNOS active site. The new selective and
potent inhibitors were determined as a result of in silico screening. The
inhibitors binding energy and inhibition constants toward nNOS, eNOS and

iINOS enzymes are reported.

Key words: Nitric oxide synthase, nNOS, eNOS, iNOS, docking, scoring,
molecular modeling, in silico screening.



1. Girig
1.1 NOS (nitrrik oksit senteaz) enzimlerinin hazirlanmasi

Yaptigimiz calismada nNOS (ndronal, beyinde) eNOS (entotelial,
damarlarin i¢ ceperinde) ve iINOS (induced, makrofajlarda), enzimlerinin
yapisini temel alan fakat sadece nNOS enzimi igin segimli olan potansiyel
inhibitorlerin belirlenmesi amaciyla sistemimizin dogru ¢alisip ¢calismadigi test
edilmek istenmistir. Ug enzimin molekiler yapisi ve sekli son derece benzerlik
gosterdiginden sadece nNOS’a baglanan inhibitor tasarlanmasi olduk¢a
zordur. Bu maksatla literatirde degisik makalelerde mevcut deneysel verileri
olan inhibitorlerin verilen kristal yapilari denenerek elde edilen sonuglar
sistemimize oturtulmaya calisiimistir. ilk olarak literatiir taramasi sonucunda
nNOS igin 3PNE, 3PNF, 3PNG, 3SVP, 3SVQ, 10M4, 1P6l, 1P6J, 1QWC,
1RS7, 3B3N, 3B30, 3DQR, 3N2R, 3SVP, 3B3M; eNOS icin 3PNH, 1FOl,
3DQS, 3DQT enzimlerini segerken iNOS i¢in 1NSI pdb kodlu proteinler bilgi
bankasindan alinmigtir. Calismamiz enzimlerin arginin kompleksi ile birlikte
kristalize edilmis 3 boyutlu yapilarinin alt Gnitelerinin birinde yapilacagi igin
proteinlerin yalnizca tek domain kullaniimistir. Protein veri bankasindan elde
ettigimiz enzim kristal kompleksi icinde bulunan inhibitorler su, ilgisiz
molekuller ve atomlar ¢ikariimistir. Kofaktor olarak goérev alan heme molekuli
icideki Fe atomunun yiaku (+3) yapilmistir. Accelrys Discovery Studio
programi kullanilarak heme molekulindn arkasinda bulunan ve farkh
proteinlerin dizinlerinde farkli konumlanmig olan CYS aminoasidi ile heme
molekulindeki Fe atomu arasindaki bag kirilmigtir. Daha sonra hidrojenleri
eklenmig protein zinciri Uzerindeki bozukluklar tekrar Accelrys programi
kulllanilarak duzeltilmigtir. Proteinler kisa bir minimizasyona tabi tutularak
atomlar arasi bag uzunluklari ve agilari ayarlanmigtir. Boylece optimize
ettigimiz bu on yapilar doklama (ligantlarin enzimlerin aktif kisimlarina
yerlestiriimesi) calismalarimizda kullanilabilir hale getirilmistir (Sekil 1, Sekil 2
ve Sekil 3).

10



Sekil 2 eNOS enziminin orijinal Gi¢ boyutlu minimize edilmis (tek domain) gérinim.

11



Sekil 3 iINOS enziminin orijinal G¢ boyutlu minimize edilmis (tek domain) gériinimu.

1.2 Doklama
Degisik kaynaklardan enzimler igin, deneysel verileri (inhibisyon katsayilari,
K;) bilinen 20 model inhibitér secilmistir (Tablo 1). inhibitdrlerin yapilari
cizilerek PM3 seviyesinde minimize edilmis hesapsal baglaglanma enerjileri
AutoDock 4.2 programi kullanilarak bulunmustur. Accelrys programinin
Discovery Studio modullu (yapi ¢izimi) ve protokolleri ve Spartan programi
minimizasyon islemi igin kullaniimistir.

Autodock ¢alismamizda inhibitdrlerin enzimin aktif bdlgelerine
ulasmalari ve gerekli baglarin olusarak etkilesmeleri icin “grid box” dlguleri 60
x 60 x 60 Angstrom olarak belirlenmis ve “grid box” merkezinin X, vy, z
koordinatlari da her enzim icin kofaktor olarak rol oynayan heme'’in Fe
atomunun X, y, z koordinatlari olarak secilmistir. Her bir doklama igin ener;ji
“evolution” parametresi 50 milyona ayarlanarak her molekdl igin 10 bagimsiz
‘run” cahstiriimigtir.

Tablo 2’de AutoDock4.2 programi ile elde edilen hesapsal K; degerleri ve
deneysel K; degerleri verilmigtir. Tablo 3’te K; degerleri logaritmik degerlere
cevrilerek yeniden duzenlenmigtir. Butiin degerler nanomolar (nM)

cinsindendir.

12



Tablo 1 Deneysel inhibisyon katsayilari hesapsal degerlerle karsilastirilan 20 bilesik ve

bilesiklerin alindigi referansiar.
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2. Enzimlerin Segimi

2.1 nNOS enzim segimi:
Deneysel degerleri bilinen 20 bilesik (Tablo 2, Tablo 3 ve Sekil 4) nNOS

enzimlerine AutoDock 4.02 programi ile doklanarak hesapal degerleri

bulunmustur. Sekil 4’Un incelendiginde goruldigu gibi deneyle en iyi uyum

gosteren TOM4 nNOS enzimi modelleme igin secilmistir. Ayrica deneysel

sonuglarla ¢ok farklilik gésteren (10, 12 ve 13 outliers) 3 hesapsal sonug

cikartilarak grafik tekrar cizdirilmigtir (Sekil 5). Sekilde de goruldigu Uzere

10M4 nNOS enzimi deneylerle daha uyumlu hale gelmistir.

Tablo 2 Referanslardan segilen 10 adet nNOS enzimi ve bu enzimlere dock edilen 20 adet

bilesigin hesapsal ve deneysel (son kolon) inhibisyon katsayilari (biitiin degerler nano

moldur).

Bilesik | 3B3M

1 421,78
2 1710
3 12,97
4 368,53
5 308,52
6 1960
7 194,02
8 157,5
9 1560
10 652,11
11 431,56
12 599,28
13 39240
14 10590
15 585,84
16 349,86
17 6640
18 3980
19 1580
20 960,71

10M4
370,16
59,57
14,58
217,86
416,67
64,54
0,05
47,49
111,62
30,54
17,22
13570
60720
6450
22,77
27,91
49,9
188,43
886,24
863,54

1Pé6l
42,66
1650
6,36
702,81
218,16
1630
13,9
99,08
2680
361,54
248,48
561,42
42370
14780
430,22
335,72
1340
1070
655,46
171,28

IP6J
84,2
509,1
44,96
959,27
393,3
395,99
33,44
276,64
3340
990,85
947,27
1030
70790
10650
40,51
397,25
941,75
630,45
795,41
286,39

1QwcC
62,59
8,99
0,1
2,29
301,79
0,63
0,11
0,7
0,53
1,49
1,33
2940
67590
17030
0,3
1,43
4,22
1270
880,57
2200

3B3N
162,22
905,57
5,97
439,24
327,46
611,71
222,36
269,51
13310
1250
1440
366,09
49310
8080
472,66
703,23
1040
1880
1260
345,22

3B30
192,87
964,7
16,86
1000
213,9
1370
53,19
573,45
3220
2630
1810
263,8
45800
11510
369,78
612,95
374,36
1470
338,52
127,52

3DQR
152,86
1030
145,3
406
420,61
210,79
136,84
855,42
932,65
2690
2150
4640
27700
22710
619,01
1010
1530
2410
324,3
8660

3N2R
60,87
265,79
10,61
249,02
99,25
603,38
37,99
134,67
2810
882,73
765,08
823,77
43720
8310
171,04
171,97
652,15
477,17
807,45
874,6

3SVP
97,22
8,53
1,06
36,19
124,22
14,39
8,79
22,74
37,02
11,26
29,09
254,35
31980
6450
7,49
4,94
2,05
566,21
249,89
1150

Deneysel
760
120
100
130
38
120
100
50
600
20000
57
26
320
40
120
170
130
15
25
52

15



Tablo 3 Referanslardan secilen 10 adet nNOS enzimi ve bu enzimlere dock edilen 20 adet
bilesigin hesapsal ve deneysel (son kolon) inhibisyon katsayilarinin logaritmik degerleri

(butlin degerler nano moldur).

Bilesik | 3B3M
1 2,63
2 3,23
3 1,11
4 2,57
5 2,49
6 3,29
7 2,29
8 2,20
9 3,19
10 2,81
11 2,64
12 2,78
13 4,59
14 4,02
15 2,77
16 2,54
17 3,82
18 3,60
19 3,20
20 2,98

10M4
2,57
1,78
1,16
2,34
2,62
1,81
-1,30
1,68
2,05
1,48
1,24
4,13
4,78
3,81
1,36
1,45
1,70
2,28
2,95
2,94

1P6l
1,63
3,22
0,80
2,85
2,34
3,21
1,14
2,00
3,43
2,56
2,40
2,75
4,63
4,17
2,63
2,53
3,13
3,03
2,82
2,23

IP6J
1,93
2,71
1,65
2,98
2,59
2,60
1,52
2,44
3,52
3,00
2,98
3,01
4,85
4,03
1,61
2,60
2,97
2,80
2,90
2,46

1QWC
1,80
0,95
-1,00
0,36
2,48
-0,20
-0,96
-0,15
-0,28
0,17
0,12
3,47
4,83
4,23
-0,52
0,16
0,63
3,10
2,94
3,34

3B3N
2,21
2,96
0,78
2,64
2,52
2,79
2,35
2,43
4,12
3,10
3,16
2,56
4,69
3,91
2,67
2,85
3,02
3,27
3,10
2,54

3B30
2,29
2,98
1,23
3,00
2,33
3,14
1,73
2,76
3,51
3,42
3,26
2,42
4,66
4,06
2,57
2,79
2,57
3,17
2,53
2,11

3DQR
2,18
3,01
2,16
2,61
2,62
2,32
2,14
2,93
2,97
3,43
3,33
3,67
4,44
4,36
2,79
3,00
3,18
3,38
2,51
3,94

3N2R
1,78
2,42
1,03
2,40
2,00
2,78
1,58
2,13
3,45
2,95
2,88
2,92
4,64
3,92
2,23
2,24
2,81
2,68
2,91
2,94

3SVP
1,99
0,93
0,03
1,56
2,09
1,16
0,94
1,36
1,57
1,05
1,46
2,41
4,50
3,81
0,87
0,69
0,31
2,75
2,40
3,06

Deneysel
2,88
2,08
2,00
2,11
1,58
2,08
2,00
1,70
2,78
4,30
1,76
1,41
2,51
1,60
2,08
2,23
2,11
1,18
1,40
1,72

16



N W B W

—

Inhibisyon Katsayisi
[e)

1 1
[\) —_

Inhibisyon Katsayisi

~3B3M
10M4
1P6I
—1P6J
—1QWC

NN
AV \Vzme L

3DQR
——3N2R
3SVP
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Deneysel

Bilesikler

Sekil 4 20 bilesigin logaritmik inhibisyon katsayilarinin nNOS enzimlerine karsi inhibisyon
davranislari.

~——3B3M

—10M4

1P6l

~—1P6J

—1QWC
3B3N

—3B30

-2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 11 14 15 16 17 18 19 20 SDQR

Bilesikler

Sekil 5 17 bilesigin logaritmik inhibisyon katsayilarinin nNOS enzimlerine karsi inhibisyon
davraniglari. (10, 12, 13 Nolu “outliar” bilegikler gikartiimis).
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2.2 eNOS ve iNOS enzimlerinin segimi:

eNOS ve iINOS enzimlerine deneysel degerleri bilinen 17 bilesik (hNOS

enzimi igin denenen ayni bilesikler) eNOS (Tablo 4, Tablo 5 ve Sekil 6) ve
iNOS (Tablo 6,Tablo 7 ve Sekil 7) enzimlerine de AutoDock 4.02 programi ile

doklanarak hesapsal degerleri bulunmusgtur. Sekil 6’dan deneyle en iyi uyum

gosteren 3DQS, eNOS enzimi modelleme igin secilmistir. Bu bilesikler igin

denenen iNOS enzimi sadece bir tane oldugundan 1NSI da minimize edilip

calismalarimizda kullaniimistir. Hesapsal calismalarda bircok parameter

dikkate alinamadigindan deneyle farkliliklar géstermesi ¢ok normaldir. Kaldi ki

bu tlr calismalarda ayni bilesiklerin farkli deneysel ¢alismalarda da farkllik

gosterdigi de bilinmektedir. Enzimlerin konformasyonlari degistiginde yine

farkh neticeler olabilmektedir. Hatayr minimize etmek i¢in ortalama bir enzim

yapisli ile hesaplamalari yapmak en dogru olan yontemdir.

Tablo 4 Referanslardan secilen 3 adet eNOS enzimi ve bu enzimlere dock edilen 17 adet
bilesigin hesapsal ve deneysel (ilk kolon) inhibisyon katsayilari (bitiin degerler nano moldur).

Bilesik Deneysel

1 13300
2 314000
3 128000
4 200000
5 4200

6 73000
7 128000
8 105000
9 1200
10 8500
11 19000
12 9400
13 30

14 314000
15 191000
16 2000000
17 31000

1FOI(eNOS) 3DQS(eNOS) 3DQT(eNOS)

822,72
119,45
32,75
718,31
360,21
180,07
26,76
34,44
54,07
26,72
1470,00
45790,00
7980,00
16,72
82,56
173,48
4340,00

661,69
736,55
11,48
701,88
291,57
4600,00
174,50
170,85
1930,00
2240,00
551,51
78250,00
5490,00
624,81
3070,00
1730,00
848,41

579,00
1,32
1,93
2,49
1030,00
1,94
0,17
0,73
0,10
0,28
1940,00
61780,00
7640,00
1,97
0,55
1,21
727,16
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Tablo 5 Referanslardan secilen 3 adet eNOS enzimi ve bu enzimlere dock edilen 17 adet
bilesigin hesapsal ve deneysel (ilk kolon) inhibisyon katsayilarinin logaritmik degerleri (butin
degerler nano moldur).

Bilesik Deneysel

1FOI(eNOS) 3DQS(eNOS) 3DQT(eNOS)

4 5 6

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Bilesikler

1 4,12 2,92 2,82 2,76
2 5,50 2,08 2,87 0,12
3 5,11 1,52 1,06 0,29
4 5,30 2,86 2,85 0,40
5 3,62 2,56 2,46 3,01
6 4,86 2,26 3,66 0,29
7 5,11 1,43 2,24 -0,77
8 5,02 1,54 2,23 -0,14
9 3,08 1,73 3,29 -1,02
10 3,93 1,43 3,35 -0,55
11 4,28 3,17 2,74 3,29
12 3,97 4,66 4,89 4,79
13 1,48 3,90 3,74 3,88
14 5,50 1,22 2,80 0,29
15 5,28 1,92 3,49 -0,26
16 6,30 2,24 3,24 0,08
17 4,49 3,64 2,93 2,86
-
6 —

: A

g 47 \

2 3 / 4

T~

§> 2 \/ \__/\/ \/

£ 1

-

S 0
-1
D A

Deneysel
—1FOI(eNOS)

3DQS(eNOS)

3DQT(eNOS)

Sekil 6 17 bilesigin logaritmik inhibisyon katsayilarinin eNOS enzimlerine karsi inhibisyon

davranislari.

19



Tablo 6 Referanslardan secilen INOS enzimi ve bu enzime dock edilen 17 adet bilesigin
hesapsal ve deneysel (ilk kolon) inhibisyon katsayilari (bitiin degerler nano moldur).

Bilesik Deneysel 1NSI(iNOS)

1 50000 197,57

2 39000 0,04

3 29000 0,01

4 25000 0,09

5 2730 116,10

6 16000 0,30

7 29000 0,00

8 3510 0,11

9 14000 0,03

10 180000 0,07

11 26000 1900,00
12 37000 20430,00
13 670 55220,00
14 39000 0,14

15 18000 0,03

16 25000 0,07

17 9500 1890,00

Tablo 7 Referanslardan secilen iINOS enzimi ve bu enzime dock edilen 17 adet bilesigin
hesapsal ve deneysel (ilk kolon) inhibisyon katsayilarinin logaritmik deg@erleri (butiin degerler
nano moldur).

Bilesik Deneysel 1NSI(iNOS)

1 4,70 2,30
2 4,59 -1,37
3 4,46 -2,11
4 4,40 -1,05
5 3,44 2,06
6 4,20 -0,52
7 4,46 -2,44
8 3,55 -0,95
9 4,15 -1,56
10 5,26 -1,13
11 4,41 3,28

12 4,57 4,31

13 2,83 4,74

14 4,59 -0,84
15 4,26 -1,53
16 4,40 -1,14
17 3,98 3,28
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_\ Deneysel
| A K// ==1NSI(iNOS)
-2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

inhibisyon Katsayisi

Bilesikler

Sekil 7 17 bilesigin logaritmik inhibisyon katsayilarinin iNOS enzimine karsi inhibisyon
davranislari.

3. Deneysel ve hesapsal verilerin karsilagtiriimasi

Tablo 2, Tablo 3, Sekil 4 ve Sekil 5 incelendiginde Bilesik 9, 12, 13 ve
14’Gn hesapsal degerleri nNOS enzimlerinin deneysel degerlerinden ylUksektir.
Bilesik 10’'un ise deneysel degeri hesapsal dederinden daha ylksek ¢ikmistir.
Diger bilesiklerde deneysel veriler hesapsal verilerle uyum gostermektedirler.
Fakat en fazla uyum 10M4 kodlu nNOS enziminde bulunmustur. Daha 6nce
bahsedildigi gibi, Sekil 5’ te ok sapma gdsteren (outlier) 3 bilesik (10, 12 ve
13) cikartilarak grafik tekrar gizilmigstir. Bu grafikte de 10M4 enziminin
deneysel ve heaspsal verileri en ¢gok uyum gdsteren enzim oldugu
goOrulmektedir.

Bu ¢alismalardan 10M4 néronal NOS (nNOS) enzmi hesapsal

modellemelerde kullanilabilecedi sonucuna varilimistir.

4. nNOS seg¢imli inhibitorlerin tasarimi
Segicilik galismalarimiz sonucunda hesaplarla en ¢ok uyumu gosteren
10M4 kodlu nNOS enzimi bundan sonraki modelleme ¢alismalarimizda
inhibitor tasarimlari yapiimak tzere kullaniimistir.
4.1ZINC kutiiphanesi kullanilarak gergeklestirtilen inhibitor tarama
islemi
nNOS enzimi icin yaklasik bir milyon molekil iceren ZINC kiitiiphanesi®
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(ZINCV12) kullanilarak nNOS aktif bolgesine uyan 100 civarinda ana iskelet
(scaffolds, leads) Uretilmistir. Bu iskeletlerden De Novo skoru ve
sentezlenebilirligi de gdz énunde bulundurularak 4 adet ana iskelet “fragment
base de novo” yapilmak Uzere segilmistir (Tablo 8). Secilen 4 potansiyel ana
iskelete toplamda 400 bin fragment (kiigik molekul eklentileri) iceren ZINCv12
ve Accelrys 3.1 “fragment-based” kutuphaneleri birlikte kullanilarak 200
potensiyel inhibitor adayi secilmistir. Bu adaylar arasindan molekdl agirhdi,
ADMET o6zellikleri, nNOS segiciligi, de novo skoru ve molekuler yapisi dikkate
alinarak 19 bilesik potansiyel nNOS inhibitort olabilecedi sonucuna variimigtir
(Tablo 9).

Tablo 8 Bu galismada kullanilan ana iskeletler (leads)

Lead1 /\N /

Lead2

u i
Lead4 /\/k
Cl N~ ON :

Lead3
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Tablo 9 Secilmis nNOS inhibitor adaylari.
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4.2 Secilmis

icin yapilan doklama caligsmalari

Tablo 10 Elde edilen 19 inhibitériin nNOS, eNOS ve iNOS enzimleri igin yapilan doklama

sonuglarinin logaritmik degerleri. (Degerler nanoMolar (nM) cinsinden K;, baglanma

katsayilaridir).

inhibitor adaylarinin nNOS, eNOS ve iNOS enzimleri

Molekiil nNOS eNOS iINOS Molekul
No Autodock Autodock Autodock Agirhigi
inhibisyon Katsayisi (nM)
nNos eNOS iINOS
KN1 704.77 6310 5160 501
KN2 534.79 1370 3560 539
KN3 185.88 2920 1280 573
KN4 93.28 200.88 97.08 497
KN5 23.99 256.11 389.84 510
KN6 196.87 749.69 227.65 530
KN7 25.21 598.82 88.48 546
KN8 89.43 2420 505.29 436
KN9 734.32 3090 1550 341
KN10 20.22 131.72 129.91 441
KN11 19.97 145.77 129.56 439
KN12 20.18 145.01 133.51 553
KN13 20.11 134.45 129.73 443
KN14 20.23 145.07 130.61 441
KN15 19.9 135.43 128.52 414
KN16 20.35 146.33 132.5 555
KN17 20.4 129.75 137.59 416
KN18 20.28 146.85 131.64 427
KN19 20.11 137.29 133.21 425
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Tablo 11 Elde edilen 19 inhibitériin nNOS, eNOS ve iNOS enzimleri igin yapilan doklama
sonuglari (Degerler nanoMolar (nM) cinsinden K;, baglanma katsayilarinin logaritmik

degerleridir).
inhibisyon Katsayisi (nM)
nNos eNOS iINOS

KN1 2.848047409 3.800029359  3.712649702
KN2 2.728183278 3.136720567  3.551449998
KN3 2.269232664  3.465382851  3.10720997

KN4 1.969788537  2.3029367 1.987129768
KNS 1.380030248 2.408426536 2.590886398
KNG 2.294179541  2.874881718  2.357267655
KN7 1.401572846  2.777296297 1.946845114
KN8 1.951483231 3.383815366 2.703540703
KN9 2.865885357  3.489958479  3.190331698
KN10 1.305781151  2.119651722 2.113642583
KN11 1.300378065 2.163668154  2.112470939
KN12 1.304921162 2.161397953  2.125513796
KN13 1.303412071  2.128560807  2.113040418
KN14 1.305995883 2.161577611  2.115976429
KN15 1.298853076  2.131714878 2.108970717
KN16 1.308564414  2.165333373  2.122215878
KN17 1.309630167 2.113107367 2.138586871
KN18 1.307067951  2.166873951 2.119387874
KN19 1.303412071  2.137638905 2.124536828
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inhibisyon Katsayis1
FENON
y 8
z Z
3 3

Bilesikler

Sekil 8 Tablo 12 deki logaritmik degerlerin grafiksel gosterimi

Secilen aday bilesiklerden KN5 en iyi segicilige (e/n 10.68 ve i/n ise 16.25 tir.)
ve inhibisyon katsayisi olarakta en iyilerden biridir. Bu bilesigin her G¢ enzimin
aktif bolgesinde baglanma goértntust ve yapmis oldugu baglar hem 2D ve 3D
sekillerde verilmistir (Sekil 6, 7, 8).
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Sekil 9 KN5 Inhibitériiniin eNOS enzimi iginde 2D ve 3D gériinimleri. (Ustteki resim eNOS
enziminin aktif bdlgesinde KN5 nolu inhibitériin 3 boyutlu konumunu gésterilmektedir. Burada
amino asit yan zincirleri gubuk, inhibitér ise gubuk ve top seklinde, kofaktérler de H4B
(tetrahidrobiyopterin) ise fusya renginde ¢cubuk ve heme grubu ise sari renkte verilmistir. Alt
resimde ise eNOS enziminin aktif bélgesinde KN5 inhibitdrinin 2 boyutlu sekli gdsterilmistir.
Hidrojen bagi veya polar girisimler fusya (magenta) renkli daireler, vdW ve hidrofobik
girisimler ise, yesil renkli dairelerle gosterilmistir. Dairelerin etrafindaki mavi renkli hilal
seklindeki gosterimler ise ¢bziicl temas ylzeyleridir (solvent accessible areas). Bu gosterim
sekli diger resimler igin de aynidir.)
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Sekil 10 KN5 Inhibitériintin iNOS enzimi iginde 2D ve 3D goriinimleri.
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Sekil 11 KN5 inhibitériinin nNOS enzimi iginde 2D ve 3D gériinimleri.
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Sekil 12 Modelleme sonucu elde edilen 19 inhibitériin ADMET degerleri.
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Tablo 12 ADMET hesaplamalri igin programda kullanilan parametre degerleri

(ADMET Descriptors).

ADMET Descriptors

= Description

Computes ADMET descriptors of ligands.

Calculates the following Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, and Toxicity

(ADMET) properties:

CYP2D6 Binding
Hepatotoxicity

Aqueous Solubility
Blood Brain Barrier Penetration

Intestinal Absorption
Plasma Protein Binding

Also calculates AlogP98 and PSA_2D, which are used in plotting the confidence

ellipses.

Calculating ADMET descriptors early in the development of a drug is important to
help avoid having to eliminate compounds with unfavorable ADMET characteristics
later in the development process, preferably before synthesis.

The models used to predict the ADMET properties in this protocol are derived from a
variety of experimental data sources and are catalogued in the product

documentation.

= Information
Name
Status
User
DS Version
PP Version
DS Client Version
Server Name
Server Ports
Start Time
Finish Time
Execution Time

=Summary
19is predicted.

= Results
Output Ligands

View Results

= Parameters

ADMET Descriptors
Success

kemal

31.0.11157
8.5.0.200
31.0.11157
localhost (Linux64)
9946 (9948)
04/30/1317:28:54
04/30/1317:28:55
00:00:01

© 2013 Accelrys Software Inc.
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5. ADMET

ADMET sonuglari Sekil 12 ve Tablo 12’te verilmistir. $Sekil 9 da ADMET PSA
(Polar Surface Area) ya karsit ADMET Alog P98 degerleri verilmistir.
inhibitérler ise mavi noktalar seklinde gdsterilmistir. Dairelerin igerisindeki
noktalarin ADMET testini gectigini disindaki noktalarin ise uzakliklarina gore

bir miktar sapma gdsterdikleri anlamina gelmektedir.

6. GOLD Doklamasi

Ticari bir doklama yazilimi olan GOLD v.4.011 (Genetic Optimization for
Ligand Docking) GoldScore, ChemScore ve ChemPLP hesaplama
fonksiyonlarini kullanir. GoldScore Hidrojen bagi, van der Waals enerijileri ve
ligand gerilim terimlerini kullanirken, ChemScore ligandin peptide
baglandiktan sonraki toplam serbest enerji degisimini dikkate alir. ChemPLP
ise van der Waals ve repulsif terimleri modellemek i¢in hidrojen bagi terimini
ve linear potansiyel modelini kullanir. Her G¢ medodunda Ustunluk ve zayif
yanlari vardir. Skorlarin botutlari yoktur. Ylksek degerler daha iyi inhibisyonu
gostermektedir. Doklamada GOLD yazilimi da AutoDock yazilimi gibi genetic
algoritma metodunu kullanir. Doklama ¢alismalarinin detaylari diger

calismada verilmistir?”.
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Tablo 13 19 Potansiyel aday inhibitorlerin Gold doklama sonuglari

_ eNOS (1NSI nNOS (10M4) iNOS (3DQS)
Inhibitorler GoldScore ChemScore | ChemPLP GoldScore ChemScore | ChemPLP GoldScore ChemScore | ChemPLP
KN1 68,66 25,44 51,06 64,53 23,62 50,52 51,16 25,45 54,33
KN2 61,88 24,14 49,68 53,95 27,06 51,21 67,85 27,81 57,1
KN3 70,7 25,75 57,35 69,41 24,95 60,58 58,98 26,64 58,97
KN4 68,09 32,77 73,22 62,95 28,55 60,71 49,56 29,05 63,13
KN5 73,66 39,44 94,9 70,12 37,36 81,38 67,59 34,37 72,78
KN6 71,27 27,24 71,85 53,59 25,47 62,81 43,62 19,71 52,34
KN7 72,34 37,53 84,37 69,13 31,55 72,44 63,42 30,44 67,61
KNS 71,21 39,5 83,2 68,45 35,32 69,93 73,51 36,33 80,52
KN9 78,84 37,98 70,19 67,82 36,52 66,42 63,41 35,69 59,23
KN10 61,06 27,59 66,77 19,84 24,99 42,28 43,06 20 48,43
KN11 56,71 29,11 58,97 20,68 26,34 42,98 39,3 22,46 48,69
KN12 65,63 17,54 54,21 63,86 18,5 50,4 53,4 17,58 45,8
KN13 58,42 28,13 60,8 22,76 24,95 43,44 43,85 19,86 48,71
KN14 57,98 25,63 60,67 21,37 24,77 43,6 43,01 19,88 47,67
KN15 63,23 35,65 84,79 47,01 28,45 62,12 46,98 28,31 65,53
KN16 36,9 19,28 61,76 45,61 20,33 50,36 46,45 18,35 51,06
KN17 63,23 34,03 85,97 48,95 26,62 59,71 48,77 26,86 65,28
KN18 59,9 27,26 66,66 38,92 24,33 48,62 36,14 20,25 49,78
KN19 55,67 28,67 59,88 38,95 26,29 48,16 43,97 25,89 49,27
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7. Sonug ve tartisma

Molekuler modelleme calismalarinda kullanacagimiz enzim segimleri
literatirde yayinlanan bu enzimlere karsi deneysel degerleri bilinen ligantlar
secilerek yapilmistir. Calismalarimizda deneysel degerleri hesapsal
degerlerle en fazla uyum goésteren nNOS icin 10M4, eNOS igin 3DQS ve
iINOS i¢cin de 1NSI izoenzimleri tespit edilmigtir. Bu enzimler bir sonraki

¢alismada yeni inhibitor gelistiriimesinde kullaniimigtir.

Accelrys programinin De Novo reseptor protokolu kullanilarak nNOS
(10M4) enzim aktif bolgesi igerisinde en yuksek baglanma afinitesi gdsteren
ana iskeletler (scaffolds) geligtiriimigtir. Bu iskeletlerin molekal agirhgi,
ADMET ozellikleri, de novo skoru ve sentezlenebilirligi de g6z o6nunde

bulundurularak dort molekule indirilmistir.

ZINC ve Accelrys de novo fragment kutiphaneleri kullanilarak her bir
ana iskelet 10M4 aktif bolgesinde fragmentler eklenerek baglanma afiniteleri
optimize edilmigtir. Elde edilen sonu¢ molekulleri her Ug¢ izoenzime de
doklama calismalari yapilarak nNOS segimli olanlar tespit edilmistir. Molekul
yapilari, ADMET ozellikleri ve inhibisyon katsayilari en iyi olan 19 bilesik

siraslyla Tablo 10 ve Tablo 11’de verilmigtir.

Sekil 8den goérulduagu gibi secilen 19 inhibitér arasinda KN5 kodlu
inhibitor NNOS enzimine en iyi inhibisyonu ve sec¢imliligi ( n/e 10.68 ve n/i ise
16.25) gostermektedir. Bu bilesigin 3DQS, 1NSI ve 10M4 enzimlerinin aktif
bdlgelerindeki baglanma pozlarinin goéruntileri G¢ ve iki boyutlu olarak
sirasiyla Sekil 9, Sekil10, Sekil 11’de verilmistir.

Secilen Dbilesiklerin ADMET ozellikleri Acelrys Discovery Stuido
programinin ADMET protokolU kullanilarak test edilmistir. Kullanilan ADMET
diskriptorleri Tablo 12 ‘te sonug c¢iktisi da Sekil 12 da verilmigtir. Molekul
agrhgr yuksek olan KN2, KN3 ve KN7 inhibitorleri dairelerin biraz disinda
kalmistir. Bu inhibitorlerin diger inhibitérlere gore ADMET problemlerinin fazla

olacagi anlamina gelmektedir.
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Secilen inhibitérler GOLD doklama programi kullanilarak AutoDock
programina ilaveten tekrar nNOS, eNOS ve iINOS enzimlerine doklanmistir.
inhibitérlere ait skor degerleri (GoldScore, ChemScore ve ChemPLP) Tablo
13’te verilmistir. Burada yuksek degerler daha iyi inhibitor anlamina
gelmektedir. Gold sonuglari AutoDock doklama sonuglari ile ¢ok fazla uyum
gostermemigstir. Genel olarak Gold skorlari bu inhibitérlerin NNOS enzimine
eNOS’dan daha iyi, INOS enzimine birka¢ sonug¢ haric nNOS’tan biraz daha
iyi oldugu gorulmektedir (her ne kadar aradaki farkhliklar ¢cok fazla degilse de
AutoDock sonuglari ile tam bir uyum gostermemistir). GOLD doklama skorlari
kendi icinde de bazi farkhliklar icermektedir. Bunun nedeni degisik
parametreleri dikkate alan degisik skorlama fonksiyonlarinin kullaniliyor
olmasidir. Literatirlerde degisik doklama yazilimlarinin ayni enzim ve ayni
inhibitdrler igin farkli sonuglar verdigi bilinen bir gercektir’*%*. Bu asamada yari
deneysel skorlama fonksiyonunu kullanan AutoDock sonuglari ile devam

etmek ilk sentez denemeleri icin yeterli olacagi gorusundeyiz.

indan halkas! Sekil 9'da goérildigu gibi ARG185 ile fenil halkasi bir
7t -t girisiminde bulunmaktadir. inhibitdriin etrafi hidrofobik (VAL106, LEU105,
ALA182, ALA179, PHE475) ve polar amino asitler (ASP446, ASN468,
TYRA477, ASN182) ile cevrilmigtir. Diger taraftan Sekil 10’da goruldugu gibi
ayni inhibitor iINOS enzimi igerisinde indan halkasinin N-H grubu ASN354 ile
bir hidrojen bagi, histidine halkasi ile de ARG288 bir n - yapmaktadir. Bu
inhibitdrld cevreleyen amino asit restduleri ise MET355, GLN492, TYR491,
THR121, GLY371, PRO350 ve GLU377 dir. Sekil 11°de ise KN5 inhibitdrandn
NNOS enzimi icinde 2D ve 3D goéruntuleri verilmistir. Burada ise indan halkasi
ARG653, ARG481 ile iki tane = -m girisimi yapmaktadir. Bunlara ilaveten
indan halkasinin N-H grubu GLN478 ile kuvvetli bir hidrojen bagi yapmaktadir.
Bu cevreleyen amino asit residuleri ise ASN569, ASP597, ARG596, TRP678,
PHES84, GLY586, PRO565, GLUS592, TYR588 ve MET570dir. Bu baglanma
modundan hem daha kuvvetli hidrojen bagi ve 2 tane m-mx bagi yapan
inhibitériin neden KNS kodlu inhibitérin nNOS enzimine daha iyi baglandigini

aciklamaktadir.
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NNOS enzimine hentuz denenmemis fakat Doklama ve De Novo Design’in
Discovery Studio yontemi ile KN5, KN7, KN10 ve KN11 gibi inhibisyon
katsayilari dusik ve ADMET degerleri ¢ok iyi oldugundan potansiyel ilag
adaylari olarak secilmistir. KN5 bilesiginin KN10 ve KN11 ve KN12-KN19
bilesiklerinden nNOS segiciligi ¢ok daha iyidir (n/e 10.68, n/i ise 16.25). Nitel
olarak bu bilesik hem baglanma motifi, inhibisyon, ADMET ve secicilik
bakimindan tablodaki en iyi bilesiktir.

Bu bilesiklerinin ilerdeki projelerde sentezlenerek, bu enzimlerle denenmesi

gorusundeyiz.

37



8. Referanslar

1. Fengtian Xue, Jinwen Huang, Haao Ji, Jianguo Fang, Huiying Li, Pavel Martasek,
Linda J. Roman, Thomas L. Poulos, Richard B. Silverman, Structure-based Design,
Synthesis, and biological evaluation of lipophilic-tailed monocationic inhibitors of
neuronal nitric oxide synthase, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 18, 6526-6537
(2010).

2. Ji H., Stanton B.Z. Igarashi J., Li H., Martasek P., Roman L.J., Poulos T.L.,
Silverman R.B., Minimal Pharmacophoric Elements and Fragment hopping, an
approach directed at Molecular Diversity and Isozyme Selectivity. Design of Selective
Neuronal Nitric Oxide Synthase Inhiitors., JJAm.Chem.Soc., 130, 3900-3914 (2008).
3. Silverman R.B. Design of selective neuronal nitric oxide synthase inhibitors for the
prevention and treatment of neurodegenerative diseases, Accounts of Chemical
Research, 42, 439-451 (2009).

4. Silvia L. Delker, Fengtian Xue, Huiying Li, Joumana Jamal, Richard B. Silverman,
Thomas L. Poulos, Role of Zinc in Isoform-Selective Inhibitor Binding to Neuronal
Nitric Oxide Synthase, Biochemistry, 49, 10803-10810 (2010).

5. Jiwon Seo, Jotato Igarashi, Huiying Li, Pavel Martasek, Linda J. Roman, Thomas
L. Poulos,R.B. Silverman, Structure- Based Design and Synhesis of N-Nitro-L-
Arginine-Containin Peptidomimetics as Selective Inhibitors of Neuronal Nitric Oxide
Synthase. Displacement of the Heme Structural Water, J. Med. Chem., 50, 2089-
2099 (2007).

6. Haitao Ji, Jose A. Gomez-Vidal, Pavel Martasek, Linda J. Roman, Richard
B.Silverman, Conformationassy Restricted Dipeptide Amides as Potent and Selective
Neuronal Nitric Oxide Synthase Inhibitors, J. Med. Chem., 49 , 6254-6263 (2006).

7. Haitao Ji, Hulying Li, Mack Flinspach, Thomas L. Poulos, Richard B. Silverman,
Computer Modeling of Selective Regions in the Active Site of Nitric Oxide Synthases:
Implication for the Design of Isoform-Selective Inhibitors, J. Med. Chem., 46, 5700-
5711 (2003).

8. Marion Cowart, Elizabeth A. Kowaluk, Jerome F. Daanen, Kathy L. Kohihaas,
Karen M. Alexander, Frank L. Wagenaar, James F. Kerwin Jr, Nitroaromatic Amino
Acids as Inhibitors of Neuronal Nitric Oxide Synthase, J. Med. Chem., 41, 2636-2642
(1998).

9. Dennis J. Stuehr, Enzymes of the L-Arginine to Nitric Oxide Pathway, J.Nutr., 134,
2748S-2751S (2004).

10. Henry Q. Zhang, Walter Fast, Michael A. Marletta, Pavel Martasek, Richard B.
Silverman, Potent and Selective Inhibition of Neuronal Nitric Oxide Synthase by N-
Propy-L-Arginine, J. Med. Chem, 40, 3869-3870 (1997).

38



11. Fengtian Xue, James M. Kraus, Kristin Jansen Labby, Haitao Ji, Jan Mataka,
Guoyao Xia, Huiying Li, Silvia L. Delker, Linda J. Roman, Pavel Martasek, Thomas L.
Poulos, Richard B. Silverman, Improved Synthesis of Chiral Pyrrolidine Inhibitors and
Their Binding Properties to NEURONAL Nitric Oxide Synthase, J. Med. Chem. 54,
6399-6403 (2011).

12. Barry G. Shearer, Shuliang Lee, Jeffrey A. Oplinger, Llod W. Frick, Edward P.
Garvey, Eric S. Furtine, Substituted N-Phenylisothioureas: Potent Inhibitors of
Human Nitric Oxide Synthase with Neuronal Isoform Selective, J. Med. Chem, 40,
1901-1905 (1997).

13. Jon L. Collins, Barry G. Shearer, Jeffrey A. Oplinger, Shuliang Lee, Edward P.
Garvey, Mark Salter, Claire Duffy, Thimysta C. Burnette, Eric S. Furtine, N-
Phenylamidines as Selective Inhibitors of Human Neuronal Nitric Oxide
Synthase:Structure-Activity Studies and Demonstration of in Vivo Activity, J. Med.
Chem., 41, 2858-2871 (1998).

14. Jung-Mi Hah, Pavel Martasek, Linda J. Roman, Richard B. Silverman, Aromatic
Reduced Amide Bond Peptidomimetics as Selective Inhibitors of Neuronal Nitric
Oxide Synthase,J. Med. Chem. 46, 1661-1669, (2003).

15. Jiwon Seo, Jotato Igarashi, Huiying Li, Pavel Martasek, Linda J. Roman, Thomas
L. Poulos,R.B. Silverman, Structure- Based Design and Synhesis of N-Nitro-L-
Arginine-Containin Peptidomimetics as Selective Inhibitors of Neuronal Nitric Oxide
Synthase. Displacement of the Heme Structural Water, J. Med. Chem., 50, 2089-
2099 (2007).

19. Fengtian Xue, Jianguo Fang, Silvia L.Delker, Huiying Li, Pavel Martesek, Linda J.
Roman, Thomas L. Poulos, Richard B. Silverman , Symmetric Double-Headed
Aminopyridines, a Novel Strategy for Potent and Membrane-Permeable Inhibitors of
Neuronal Nitric Oxide Synthase, J.Med. Chem., 54, 2039-2048 (2011).

20.Irwin J J, Shoichet B K, (2005), ZINC — A Free Database of Commercially
Available Compounds for Virtual Screening”, J. Chem. Inf. Model. 45(1), 177-182.
21. Ebru Demet Akdogan, Burak Erman , Kemal Yelekgi, “/In silico design of novel
and highly selective lysine-specific histone demethylase inhibitors”,

Turk J Chem, 35 (2011) 523-542. (doi:10.3906/kim-1102-985).

22. Onodera, K.; Satou, K.; Hirota, H. (2007), Evaluation of molecular docking
programs for virtual screening. J. Chem. Inf. Model. 47, (4) 1609-1618.

23. Cross, J. B.; Thompson, D. C.; Rai, B. K.; Baber, J. C.; Fan, K. Y.; Hu, Y.; Hublet,
C. (2009), Comperison of several molecular docking programs: Pose prediction and
virtual screening accuracy. J. Chem. Inf. Model. 49, (6) 1455-1474.

39



TUBITAK
PROJE OZET BiLGi FORMU

Proje No: 211T100

Proje Bashg Norodejeneratif Hastaliklarin Onlenmesine Yonelik In Silico Néronal

Nitrik Oksit Sentaz nNOS Secimli inhibitér Tasarimi

Proje Yiiriitiiciisii ve Arastirmacilar: .
Yiiriitiicti: Prof.Dr. Kemal YELEKCI, Araltirmaci: Nurdan KAYRAK

Projenin Yiiritiilldiigii Kurulus ve Adresi:

Kadir Has Universitesi, Mithendislik ve Dpga Bilimleri Fakiiltesi, Biyoinformatik ve Genetik

Boliimii, Cibali Merkez Kampiisii, Fatih 34083 istanbul

Destekleyen Kurulus(larin) Adi ve Adresi: Yok

Projenin Baslangic ve Bitis Tarihleri: 01.02.2012 - 01.02.2013

0z (en cok 70 kelime)

Beyinde norotransmitter gorevi tislenen NO ileri yaslarda kontrolsiiz tiretildiginde
doku hasarina ve oksidatif strese sebep olur. Bu durum da Alzheimer, romatoid
artrit ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarinin olusumuna katkida bulunur.
Damar i¢ ¢ceperlerinde endoteliyel tabakada tiretilen NO damara esneklik vererek
kan basincinin diismesine neden olur. Viicudumuza giren mikroplara karsi bizi
koruyan makrofajlarda NO molekiiliinii silah olarak kullanir. Dolayisi ile sadece
beyinde tiretilen NO molekiiliiniin azaltilmasi i¢cin nNOS enziminin se¢imli olarak
inhibe edilmesi cok 6nemlidir. U¢ izoenzimin yapis1 olaganiistii bir sekilde
birbirlerine benzemektedir ve bu benzerlik nNOS se¢imli inhibitér tasarimini zora
sokmaktadir. Bir¢ok ¢alisma olmasina ragmen heniiz bunu basaracak bir ilag
gelistirilememistir. Projede hedeflenen izoenzimlerin yapilarini temel alan bilgisayar
destekli ilag tasarimindan yararlaniimigtir. Calismanin sonucunda nNOS
enziminin aktif baglanma bolgesine segimli olarak yuksek ilgiyle baglanan

inhibitorlerin yapilari, baglanma enerjileri ve inhibisyon katsayilari verilmigtir.
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Nitrik Oksit sentaz, nNOS, eNOS, iINOS, docking, skorlama, molekuler
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