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Nonsteroidal antiiflamatuvar ilaglar (NSAII), analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkiye sahip olup, siklooksijenaz - 2
(COX-2) enzim inhibisyonu yoluyla bu etkileri gosterdikleri belirlenmistir. Birgok klinik galisma sonucunda NSAil’lerin
gastrointestinal ve kardiyovaskiiler yan etkiler olusturdugu bulunmugstur. Aymisafa bitksi (Calendula officinalis L.)
Asteraceae familyasindan bir bitkidir. Bu bitkinin halk tibbinda olduk¢a sik kullanildigi ve antitiimor, antioksidan,
June 2025 antifungal, antiviral, antiinflamatuvar, antibakteriyel aktiviteler gosterdigi bilinmektedir. Mevcut literatiirde Calendula
bitkisine ait icerik raporlar1 incelenmistir (https://phytochem.nal.usda.gov/). Bu ¢alisma kapsaminda molekiiler docking
calismasi i¢in bitkinin 1,4-Phthalazinedione; Metanephrine bis (trimethylsilyl) ether; Alpha-Cubebene; Beta-Copaene;

Nitro-2H-chromene; Beta-Guaiene; Gamma-Muurolene; Isofucosterol, 5-Phytyltoluquinone gibi etken molekiiller

Anahtar Kelimeler:
COX-2, Calendula
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secilmigtir. Protein Data Bank (PDB)'den ¢ekilen COX-2 enziminin yapist molekiiler kenetleme (molekiiler docking)
analizleri ile degerlendirilmis ve fitokimyasallar ile hedef proteinlerin etkilegimleri belirlenmigtir. Validasyon iglemi igin
redocking yapilmistir. PDB (Protein Data Bank) da COX-2 enzimini en iyi temsil edecek sekilde 5KIR yapisi segilmistir.

Giris

Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar (NSAll'ler) ve
selektifsiklooksijenaz-2 NSAIl (COXIB)’lergenellikle
inflamasyona bagli rahatsizliklar i¢in kullanilan aneljezik,
antipiretik ve antiinflamatuvar etkiye sahip ilaglardir [1].
NSAil'ler, aneljezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkisini
siklo-oksijenaz-2 (COX-2) enziminin inhibisyonu sonucunda
olusturur. Biyolojik olarak aktif bir aile olan prostanoidler,
prostaglandinler (PG), prostasiklinler (PGIz) ve tromboksan
(Tx)’lar icerir ve anahtar enzimi siklooksijenaz (COX) veya
diger adiyla prostaglandin endoperoksidazsentaz (PGHS)
enzimidir [2-4]. NSAIil'lerin tercih edilmesinin en 6nemli
sebeplerinden birisi de bu grupta bulunan ilaglar bagimlilik
yapmamas, uyusukluk veya biling bulaniklig:
gostermemesidir [5].

NSAil'ler etkisini ya COX inhibisyonu ile prostoglandin
sentezinin baskilayarak ya da lipoksijenaz inhibisyonu ile
l6kotrien sentezinin baskilayarak gergeklestirir [4,6-8].

https://doi.org/10.63954/f2y5ta85

Organizmada hemen hemen her hiicrenin sentezleyebildigi
prostaglandinler (PG'ler) yag asidi metabolizmasinin son
triinleridir ve COX yolu ile tretilirler [9]. Prostaglandinlerin
o6ncii molekiilii hiicre membraninda fosfolipid ester olarak
bulunan ve bir¢ok gesitli uyarana yanit olarak salinan
arasidonik asit (AA)’tir. Arasidonik asit doymamus 20 karbonlu
bir yag asididir. Serbest AA, COX yolu ve lipoksijenaz (LOX)
enzim katalizi yoluyla topluca eikosanoidler olarak bilinen
lipid aracilara donastiirilir [10]. COX-1 ve COX-2 izoformlari
PG'lerin ve tromboksanlarin (TxA) biyosentezinde ilk islenen
adim1 katalize eder. ilk COX reaksiyonu AA’in ilk olarak
prostoglandin G2 (PGG2)'ye oksitlenme reaksiyonu ile baglar
ve prostaglandin H2 (PGH2) 'ye indirgenmesiyle gerceklesir.
Daha sonra cesitli hiicreye 6zgii izomerazlar ve sentazlar
tarafindan biyolojik olarak aktif bes primere donistiirilir
bunlar prostaglandin Dz (PGD2), prostasiklin (PGI2),
tromboksan A2 (TxA2), prostaglandin E2 (PGE2) ve
prostaglandin F2 (PGF2) olusan bu driinler prostanoid G
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protein-bagli ve diger reseptorlerle etkilesime girerek ikincil
haberciler olarak hareket eder [10].

COX-r'in enzimatik aktivitesiyle olusan prostaglandinler,

oncelikle viicuttaki homeostatik fonksiyonlarin
diizenlenmesinde rol oynarken, COX-2 tarafindan olusturulan
PG'ler oncelikle agri ve inflamasyona aracilik eder [u].
NSAIl’lerin yan etkilerine bakildiginda gastrointestinal sistem
(GISyde cesitli deformasyonlar, peptik iilser, {ist GIS
kanamasi, barsak inflamasyonuna ayni zamanda glomertiler
filtrasyonda azalma, ani bobrek yetmezligi, papiler nekroza
sebep oldugu bildirilmistir. Dermatolojik rahatsizliklardan
urtiker gibi hematolojik rahatsizliklardan aplastik anemi,
agraniilositoz, kanamaya egilim, ek olarak toksik hepatit,
kolestatik sarilik, trombositopeni, karaciger yetmezligi de

bildirilmistir [6].

COX-1 ve COX-2, membranla siirh enzimler olarak kabul
edilen siklooksijenaz enzimlerinin ana izoformlandir [13].
COX-1 enzimi, gastrointestinal ve kardiyovaskiiler sistemlerin
iglevlerini korumak i¢in temel olan bir¢ok prostaglandinin
tretiminde yer alir [12] ve COX-2 enzimi, inflamasyon gibi
cesitli patofizyolojik kogullarda asir1 ifade edilir [14]. COX-1ve
COX-2 enzimlerinin yapisinda bazi aminoasitler bakimindan
benzerlikler bulunur. COX-1 izolosin (Ile523) aminoasitine
sahipken, COX-2 valin (Val523) aminoasitini bulundurur ve bu
fark COX-2 baglanma cebini COX-1 baglanma cebinden daha
biyiik yapar [15].

Asteraceae familyasina ait Calendula officinalis, genellikle tek
yilik bir tardiar. C. officinalis'in Orta Cag'da, sindirim
problemlerini, cilt lezyonlarini ve adet agrilarini tedavi etmek
icin kullanilmis 6zellikle yara iyilesmesindeki etkisi nedeniyle
diinyada ki bir¢ok {ilkeye de yayilmistir. Antiseptik ve
antiinflamatuvar olarak, inflamasyon ve cilt lezyonlar i¢in bir
tedavi araci olarak kullanilmaktadir [16]. Bu bitki flavonoidler,
triterpenoidler, glikozitler, saponinler, karotenoidler, ugucu
yag, amino asitler, steroidler, steroller ve kinin igerir [17].
iceriginde bircok fitobilesen bulunduran bu bitkinin
antiinflamatuvar 6zelliginden yola ¢ikarak bu ¢alismada COX-
2 enzimi ile etkilesiminin degerlendirilmesi amaciyla in silico
analizi yapilmigtir.

Materyal ve Metod

2

« Veri Toplanmasi

C. officinalis bitkisine ait aktif bilesikler “Dr. Duke's
Phytochemical and Ethnobotanical Databases” (https://
phytochem.nal.usda.gov/) veri tabani kullanilarak elde edildi

[18]. Bu veritabani, biyomedikal, farmakoloji, beslenme ve
alternatif tip alanindaki ¢aligmalar ile bitkisel trtinler i¢in ilgi
gekici pek ¢ok bilgiyi sunmaktadir. Bitki igerigine ulagsmak i¢in
veri tabani arama kismina “Calendula officinalis” yazilarak
bitki igerigindeki etken maddeler elde edilmistir (Erisim
tarihi: 10.01.2023).

Molekiiler Yerlestirme Calismalar

C. oficinalis bitkisine ait bilegiklerin molekiiler yerlestirme
calismalar1 Docking Server, web tabanli kullanimi kolay bir
arayliz sunan ligand ve protein kurulumunun ve yerlestirme
hesaplamalarinin ~ belirli ~ parametrelerinin  ayarlanmasi
tizerinde tam kontrol imkan1 saglayan molekiiler yerlestirme
programidir [19]. Docking Server ile sonuglar elde etmek i¢in
20x20x20 A 1zgara noktalar1 ve 0,375 A araliginda afinite
(1zgara) haritalar1 olusturuldu [20]. Van der Waals ve
elektrostatik etkilesimleri hesaplamak icin AutoDock ve
dielektrik fonksiyonlar kullanildi. Popiilasyon boyutu 150
olarak ayarlandi ve 0,2 A ceviri adimi ve 5 kuaterniyon
burulma adimi uygulandi [19,21]. COX-2 enzimini temsil eden
hedef protein PDB ID: 5KIR [22] veri bankasindan (https://
www.rcsb.org/) alimmustir [23]. Ligandlarin 3D molekiiler
yapilar1 PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
veritabanindan elde edilmigtir [24]. Molekiiler docking
calismalarinda protokoliin giivenilirligini test etmek icin
redocking iglemi yapilir. Fakat Docking Server platformu
uzerinden gergeklestirilen analizlerde redocking islemi teknik
sinirliliklar nedeni ile saglanamadig i¢in RMSD (Root Mean
Square Deviation) degerleriyle kargilagtirilmasi apilamamugtir.

Bulgular

Molekiiler kenetleme c¢alismalarinda 1,4-Phthalazinedione,
Alpha-Cubebene, Beta-Copaene, Gamma-Muurolene,
Isofucosterol, Metanephrine bis (trimethylsilyl) ether,
Nitro-2H-chromene ve 5-FU referans molekili, COX-2
enzimini temsil eden 5KIR hedef protein ile etkilesim
gOstermistir. Molekiiler kenetlenme c¢aligmalari, biyolojik
reseptor ile incelenen molekiller arasindaki baglanma
enerjisini belirlemek icin kullanilir. Biyolojik reseptdriin
kristal yapis1 protein veri bankasindan secilir. Kenetlenme
yoluyla incelenen ligandlarin hedef proteinlerle etkilegimi
incelenebilir. Tablo 1, ligantlar ve hedef protein arasindaki
baglanma enerjilerini (BE), vdW + Hbond + ¢6ziinmiig enerji
(WHDE), toplam molekiiller arasi enerjiyi (IE), tahmini
inhibisyon sabitini (Ki) ve etkilesim yiizeyini (IS)
gostermektedir

https://doi.org/10.63954/f2y5ta85


https://doi.org/10.63954/f2y5ta85

29

Tablo 1. 5KIR hedef protein ile ¢aligilan ligantlar arasindaki baglanma enerjisi (kcal/mol).

Ligandlar BE (kcal/mol) WHDE (kcal/mol) IE (kcal/mol) Ki IS
(mM)

1,4-Phthalazinedione -4.19 -4.19 -4.19 0.85 302.50
Alpha-Cubebene -3.80 -4.09 -4.09 1.65 473.52
Beta-Copaene -3.87 -418 -4.17 1.46 386.02
Gamma-Muurolene -3.52 -3.81 -3.82 2.64 375.40
Isofucosterol -4.88 -5.86 -5.90 0.26 552.84
Metanephrine bis (trimethylsilyl) ether -4.41 -4.49 -5.93 0.58 477.59
Nitro-2H-chromene -3.79 -4.39 -4.41 1.66 448.53
5-FU -3.12 -3.34 -3.12 5.13 286.94

Baglanma modlar incelendiginde, ligandlar COX-2 enzimini
temsil eden s5KIR hedef proteiniyle farkli bolgelerden
etkilesime girmektedir. Baglanma degerlerinin disiik olmasi,
aragtirllan hedef protein ve fitobilesenlerin aralarindaki
etkilesimin daha yiiksek oldugunu géstermektedir.  Sonug
olarak, C. officinalis bitkisinin gesitli fitobilesenlerinin COX-2
enzimini inhibe etme yetenegi 5-FU referans maddeden daha
yiksektir. Bu nedenle, belirtilen bitki tiiriiniin bu enzimi
inhibe edebilme etkisine sahip oldugu disiiniilebilir. Docking
sonuglarina gére baglanma enerjilerindeki daha diisiik negatif
degerler, molekiiller arasi etkilegsimin daha gii¢li oldugunu
gostermektedir [25]. Elde edilen kimyasal bilgiler 1s18inda,
COX-2 hedef proteini ve isofucosterol bilesiginin en yiiksek
aktiviteye sahip oldugu gorilmektedir. Metanephrine
bis(trimethylsilyl) ether ve 1,4-Phthalazinedione bilegenleri
baglanma aktivitesi bakimindan isofucosterol’ii sirasiyla takip
etmektedir. Elde edilen parametrelerden, inhibisyon sabiti
molekdiliin miktarina gore aktivitesinin bir 6l¢tsidir [26]. C.
officinalis bilegiklerinden isofucosterol en disiik aktivite
miktarina (0,26 mM) sahiptir. Diigiik miktarlarda yliksek
aktivite tercih edilir. Ayrica isofucosterol hedef protein
bolgesiyle en yiiksek etkilesim yiizeyine sahiptir. Sekil 1, en
yiitksek biyolojik aktiviteye sahip C. officinalis bilesenleri ile
hedef protein arasindaki baglanma modlarimi ve etkilesim
tiplerini gostermektedir.

S

Asn 14A)

Sekil 1. En iyi baglanma gosteren bilesenlerin 5KIR hedef
proteini ile baglanma modelleri.

Baglanma modlart incelendiginde, ligandlarin COX-2
enzimini temsil eden hedef proteinle farkli bolgelerden
etkilesime girdigini gostermektedir. Ek olarak, her bilesen
hedef proteinin amino asit kalintilariyla farkli sekilde
etkilesime girer. Bu etkilesimler genellikle hidrojen bagi,
hidrofobik ve polar etkilesimlerdir. Bilesenler ve amino asit
kalintilar1  arasindaki etkilesim bolgeleri Tablo 2’de
listelenmistir.
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Tablo 2. 5KIR hedef protein ve ¢alismadaki farkl: fitobilesenlerin etkilesim tiirleri.

Hidrojen
Ligandlar Polar Hidrofobik
Baglar1

1,4-Phthalazinedione SER143 SER146 LEU45

Alpha-Cubebene - - LEU224

Beta-Copaene - - LEU145

Gamma-Muurolene - - LEU145
Isofucosterol - - LEU145-TRP139-LEU224

Metanephrine bis (trimethylsilyl) ether GLU140 ASN144-SER143-SER146 LEU145-LEU224

Nitro-2H-chromene -

ASP133-TYR147 PHE220-ALA219

Tablo 2'de listelenen veriler dogrultusunda, biyolojik
aktivitede aktif rol oynayan etkilesim tipleri hidrojen bag: ve
hidrofobik etkilesimlerdir. Yiiksek derecede aktif olan
isofucosterol, 5KIR proteininin LEU145, TRP139 ve LEU224
amino asit dizileriyle hidrofobik olarak etkilesime girer. 1,4-
Phthalazinedione ve methanephrine bis(trimethylsilyl) ether
bilesikleri diger yiiksek derecede aktif amino asit dizileri
SER143 ve GLUi4o ile hidrojen baglar1 olusturmus ve
hidrofobik etkilesimler meydana getirmistir. Spesifik amino
asit dizileri olan bilegenlerin etkilesimleri aktivite
¢alismalarinin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir [27].

Tartisma

Bu ¢alismada, C. officinalis bitkisinin ¢esitli fitobilesenlerinin
COX-2 enzimini temsil eden 5KIR hedef proteiniyle molekiiler
kenetleme etkilesimleri degerlendirilmistir. Referans bilesik
olarak antikanser 6zelligibilinen 5-FU  (5-florourasil)
kullanilmistir. Docking Server aracindan elde edilen veriler, C.
officinalis bilesiklerinin COX-2 enzimi {izerinde O6nemli
inhibitor potansiyel sergiledigini ortaya koymaktadur.

Tablo 1'de, izlenen baglanma enerjisi (BE), vdW + H baglar1 +
¢oziinme enerjisi (WHDE) ve toplam intermolekiiler enerji
(IE) parametreleri, inhibitor etkinlik agisindan kiyaslanabilir
bilgiler sunmaktadir. Isofucosterol bileseninin, BE: -4.88
kcal/mol; IE: -5.90 kcal/mol; Ki: 0.26 mM; IS: 552.84 A2
degerleri ile diger bilegiklerin dniine gectigi goriilmektedir.
Distik inhibitor sabiti (Ki) degeri, daha az miktarla yiiksek
etki saglanabilecegini ifade etmektedir. Bu parametreler,
isofucosterolin COX-2 enzimi i¢in en giigli baglanma ve
inhibisyon potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir [26].
Sekil 1'de gosterildigi tizere, ligandlarin hedef proteinle olan
baglanma modlari, farkli amino asit kalintilar1 tizerinden

https://doi.org/10.63954/f2y5ta8s

sekillenmistir. ~ Ozellikle isofucosterol bileseni, LEU14s,
TRP139 ve LEU224 ile yogun hidrofobik etkilesim géstermistir.
Metanephrine bis(trimethylsilyl) ether bileseni, GLU140 ile
hidrojen baglari, LEU145 ve LEU224 ile hidrofobik etkilesim
kurmustur. 1,4-Phthalazinedione bilegeni ise, SER143 ile
hidrojen baglan ve LEUl45 ile hidrofobik etkilesim
gostermistir. Bu etkilesimlerin yapisal temeli, fitobilesenlerin
hedef protein tiizerinde farkli bolgelere yonelerek etkili
baglanma stratejileri gelistirdigini gostermektedir [27].

Elde edilen bulgular, COX-2 enziminin molekiiler
inhibisyonuna yonelik olarak C. officinalis bitkisinin
farmakolojik potansiyelini ortaya koymaktadir. 5-FU referans
bilesigi ile kiyaslandiginda, o6zellikle isofucosterol'iin daha
giiclii baglanma enerjisine sahip olmasi, bitkinin igerigindeki
etken maddenin antiinflamatuvar ve 6zellikle antikanser
aktiviteleri agisindan giigli  bir aday olabilecegini
disiindiirmektedir [25]. Bu ¢alisgmada yer alan molekiiler
docking sonuglari, baglanma enerjileri ve etkilegsim tiirleri
agisindan degerlendirildiginde gli¢lii molekiil-hedef iligkileri
ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, docking yonteminin
dogrulugunu test etmeye yonelik redocking islemi, teknik
sinirliliklar nedeniyle gerceklestirilememistir. Docking Server
platformu tizerinden baglanma pozisyonlarinin RMSD analizi
yapilamamistir. Bu durum, elde edilen baglanma skorlarinin
mutlak dogrulukla yorumlanmasimi smirlamakla birlikte,
¢alismanin in silico diizeyde 6n degerlendirme amagli oldugu
g6z oniinde bulunduruldugunda kabul edilebilir diizeydedir.
ilerleyen ¢alismalarda, dogrulama isleminin gelismis
hesaplama ortamlarinda gergeklestirilmesi planlanmaktadur.

Sonug

Isofucosterol, 5KIR hedef proteinle daha giigli baglanma
enerjisi ve etkilesim yiizeyine sahiptir. COX-2 inhibisyon
potansiyeli olarak degerlendirilecek olursa isofucosterol,


https://doi.org/10.63954/f2y5ta85

31

metanephrine bis(trimethylsilyl) ether ve 1,4- phthalazine
Dione siralamasi 6ne ¢ikmaktadir. Referans bilesik olan 5-
FUya go6re tim fitobilesenler daha etkili baglanma
gostermistir. Hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler,
ligand-reseptor iligkilerinde temel belirleyici baglar olarak rol
oynamaktadir. Bu bulgular, C. officinalis bitkisinin COX-2
enzimine karg1 potansiyel dogal inhibitorler gelistirilmesinde
kullanilabilecegini desteklemektedir. Daha ileri ¢calismalar i¢in
bu bilesiklerin in vitro ve in vivo dizeyde dogrulanmasi
gerekmektedir.

Cikar Catismasi: YOK

Finansman Kaynaklari: Bu ¢alisma, TUBITAK (Tiirkiye
Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma Kurumu) tarafindan,
BIDEB 2211-A Yurt i¢i Genel Doktora Burs Programi
kapsaminda desteklenmistir.
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