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Giriş 

onsteroid antiinflamatuvar ilaçlar (NSAİİ'ler) ve 

selektifsiklooksijenaz-2 NSAİİ (COXIB)’lergenellikle 

inflamasyona  bağlı  rahatsızlıklar  için  kullanılan  aneljezik, 

antipiretik ve antiinflamatuvar etkiye sahip ilaçlardır [1]. 

NSAİİ'ler, aneljezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkisini 

siklo-oksijenaz-2 (COX-2) enziminin inhibisyonu sonucunda  

 

 

oluşturur. Biyolojik olarak aktif bir aile olan prostanoidler, 

prostaglandinler (PG), prostasiklinler (PGI2) ve tromboksan 

(Tx)’ları içerir ve anahtar enzimi siklooksijenaz (COX) veya 

diğer adıyla prostaglandin endoperoksidazsentaz (PGHS) 

enzimidir [2-4]. NSAİİ’lerin tercih edilmesinin en önemli 

sebeplerinden birisi de bu grupta bulunan ilaçlar bağımlılık 
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Nonsteroidal antiiflamatuvar ilaçlar (NSAİİ), analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkiye sahip olup, siklooksijenaz – 2 

(COX-2) enzim inhibisyonu yoluyla bu etkileri gösterdikleri belirlenmiştir. Birçok klinik çalışma sonucunda NSAİİ’lerin 

gastrointestinal ve kardiyovasküler yan etkiler oluşturduğu bulunmuştur. Aynısafa bitksi (Calendula officinalis L.) 

Asteraceae familyasından bir bitkidir. Bu bitkinin halk tıbbında oldukça sık kullanıldığı ve antitümör, antioksidan, 

antifungal, antiviral, antiinflamatuvar, antibakteriyel aktiviteler gösterdiği bilinmektedir. Mevcut literatürde Calendula 

bitkisine ait içerik raporları incelenmiştir (https://phytochem.nal.usda.gov/). Bu çalışma kapsamında moleküler docking 

çalışması için bitkinin 1,4-Phthalazinedione; Metanephrine bis (trimethylsilyl) ether; Alpha-Cubebene; Beta-Copaene; 

Nitro-2H-chromene; Beta-Guaiene; Gamma-Muurolene; Isofucosterol, 5-Phytyltoluquınone gibi etken moleküller 

seçilmiştir. Protein Data Bank (PDB)’den çekilen COX-2 enziminin yapısı moleküler kenetleme (moleküler docking) 

analizleri ile değerlendirilmiş ve fitokimyasallar ile hedef proteinlerin etkileşimleri belirlenmiştir. Validasyon işlemi için 

redocking yapılmıştır. PDB (Protein Data Bank) da COX-2 enzimini en iyi temsil edecek şekilde 5KIR yapısı seçilmiştir. 

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) possess analgesic, antipyretic, and anti-inflammatory effects, which have 

been shown to occur through inhibition of the cyclooxygenase-2 (COX-2) enzyme. However, numerous clinical studies 

have reported that NSAIDs can cause gastrointestinal and cardiovascular side effects. Marigold (Calendula officinalis L.) is 

a plant belonging to the Asteraceae family. It is widely used in traditional medicine and is known to exhibit antitumor, 

antioxidant, antifungal, antiviral, anti-inflammatory, and antibacterial activities. In the current study, reports on the 

phytochemical content of Calendula were reviewed (https://phytochem.nal.usda.gov/). For molecular docking analyses, 

bioactive compounds of the plant, including 1,4-Phthalazinedione; Metanephrine bis(trimethylsilyl) ether; Alpha-

Cubebene; Beta-Copaene; Nitro-2H-chromene; Beta-Guaiene; Gamma-Muurolene; Isofucosterol; and 5-Phytyltoluquinone, 

were selected. The COX-2 enzyme structure obtained from the Protein Data Bank (PDB) was evaluated using molecular 

docking analyses to determine the interactions between these phytochemicals and the target protein. Redocking was 

performed for validation purposes, and the PDB structure 5KIR was selected as the most representative structure of the 

COX-2 enzyme. 

Özet / Abstract 
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yapmaması, uyuşukluk veya bilinç bulanıklığı 

göstermemesidir [5]. NSAİİ’ler  etkisini  ya  COX  inhibisyonu  

ile  prostoglandin sentezinin baskılayarak ya da lipoksijenaz 

inhibisyonu ile lökotrien sentezinin baskılayarak gerçekleştirir 

[4,6-8]. 

Organizmada hemen hemen her hücrenin sentezleyebildiği 

prostaglandinler (PG'ler) yağ asidi metabolizmasının son 

ürünleridir ve COX yolu ile üretilirler [9]. Prostaglandinlerin 

öncü molekülü hücre membranında fosfolipid ester olarak 

bulunan ve birçok çeşitli uyarana yanıt olarak salınan 

araşidonik asit (AA)’tir. Araşidonik asit doymamış 20 karbonlu 

bir yağ asididir. Serbest AA, COX yolu ve lipoksijenaz (LOX) 

enzim katalizi yoluyla topluca eikosanoidler olarak bilinen 

lipid aracılara dönüştürülür [10]. COX-1 ve COX-2 izoformları 

PG'lerin ve tromboksanların (TxA) biyosentezinde ilk işlenen 

adımı katalize eder. İlk COX reaksiyonu AA’in ilk olarak 

prostoglandin G2 (PGG2)’ye oksitlenme reaksiyonu ile başlar 

ve prostaglandin H2 (PGH2) 'ye indirgenmesiyle gerçekleşir. 

Daha sonra çeşitli hücreye özgü izomerazlar ve sentazlar 

tarafından biyolojik olarak aktif beş primere dönüştürülür 

bunlar prostaglandin D2 (PGD2), prostasiklin (PGI2), 

tromboksan A2 (TxA2), prostaglandin E2 (PGE2) ve 

prostaglandin F2 (PGF2) oluşan bu ürünler prostanoid G 

protein-bağlı ve diğer reseptörlerle etkileşime girerek ikincil 

haberciler olarak hareket eder [10]. 

COX-1’in enzimatik aktivitesiyle oluşan prostaglandinler, 

öncelikle vücuttaki homeostatik fonksiyonların 

düzenlenmesinde rol oynarken, COX-2 tarafından oluşturulan 

PG’ler öncelikle ağrı ve inflamasyona aracılık eder [11]. 

NSAİİ’lerin yan etkilerine bakıldığında gastrointestinal sistem 

(GİS)’de çeşitli deformasyonlar, peptik ülser, üst GİS 

kanaması, barsak inflamasyonuna aynı zamanda glomerüler 

filtrasyonda azalma, ani böbrek yetmezliği, papiler nekroza 

sebep olduğu bildirilmiştir. Dermatolojik rahatsızlıklardan 

ürtiker gibi hematolojik rahatsızlıklardan aplastik anemi, 

agranülositoz, kanamaya eğilim, ek olarak toksik hepatit, 

kolestatik sarılık, trombositopeni, karaciğer yetmezliği de 

bildirilmiştir [6]. 

COX-1 ve COX-2, membranla sınırlı enzimler olarak kabul 

edilen   siklooksijenaz   enzimlerinin   ana   izoformlarıdır   [13]. 

COX-1 enzimi, gastrointestinal ve kardiyovasküler sistemlerin 

işlevlerini korumak için temel olan birçok prostaglandinin 

üretiminde yer alır [12] ve COX-2 enzimi, inflamasyon gibi 

çeşitli patofizyolojik koşullarda aşırı ifade edilir [14]. COX-1 ve 

COX-2 enzimlerinin yapısında bazı aminoasitler bakımından 

benzerlikler bulunur. COX-1 izolösin (Ile523) aminoasitine 

sahipken, COX-2 valin (Val523) aminoasitini bulundurur ve bu 

fark COX-2 bağlanma cebini COX-1 bağlanma cebinden daha 

büyük yapar [15]. 

Asteraceae familyasına ait Calendula officinalis, genellikle tek 

yıllık bir türdür. C. officinalis’in Orta Çağ’da, sindirim 

problemlerini, cilt lezyonlarını ve adet ağrılarını tedavi etmek 

için kullanılmış özellikle yara iyileşmesindeki etkisi nedeniyle 

dünyada ki birçok ülkeye de yayılmıştır. Antiseptik ve 

antiinflamatuvar olarak, inflamasyon ve cilt lezyonları için bir 

tedavi aracı olarak kullanılmaktadır [16]. Bu bitki flavonoidler, 

triterpenoidler,  glikozitler,  saponinler,  karotenoidler,  uçucu 

yağ, amino asitler, steroidler, steroller ve kinin içerir [17]. 

İçeriğinde birçok fitobileşen bulunduran bu bitkinin 

antiinflamatuvar özelliğinden yola çıkarak bu çalışmada COX-

2 enzimi ile etkileşiminin değerlendirilmesi amacıyla in silico 

analizi yapılmıştır. 

Materyal ve Metod 

❖ Veri Toplanması 

C. officinalis bitkisine ait aktif bileşikler “Dr. Duke's 

Phytochemical and Ethnobotanical Databases” (https:// 

phytochem.nal.usda.gov/) veri tabanı kullanılarak elde edildi 

[18]. Bu veritabanı, biyomedikal, farmakoloji, beslenme ve 

alternatif tıp alanındaki çalışmalar ile bitkisel ürünler için ilgi 

çekici pek çok bilgiyi sunmaktadır. Bitki içeriğine ulaşmak için 

veri tabanı arama kısmına “Calendula officinalis” yazılarak 

bitki içeriğindeki etken maddeler elde edilmiştir (Erişim 

tarihi: 10.01.2023). 

Moleküler Yerleştirme Çalışmaları 

C. oficinalis bitkisine ait bileşiklerin moleküler yerleştirme 

çalışmaları Docking Server, web tabanlı kullanımı kolay bir 

arayüz sunan ligand ve protein kurulumunun ve yerleştirme 

hesaplamalarının belirli parametrelerinin ayarlanması 

üzerinde tam kontrol imkânı sağlayan moleküler yerleştirme 

programıdır [19]. Docking Server ile sonuçları elde etmek için 

20×20×20 Å   ızgara noktaları ve 0,375 Å   aralığında afinite 

(ızgara) haritaları   oluşturuldu   [20].   Van   der   Waals   ve 

elektrostatik  etkileşimleri  hesaplamak  için  AutoDock  ve 

dielektrik  fonksiyonlar  kullanıldı.  Popülasyon  boyutu  150 

olarak ayarlandı ve 0,2 Å çeviri adımı ve 5 kuaterniyon 

burulma adımı uygulandı [19,21]. COX-2 enzimini temsil eden 

hedef protein PDB ID: 5KIR [22] veri bankasından (https:// 

www.rcsb.org/) alınmıştır   [23].   Ligandların   3D   moleküler 

yapıları PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 

veritabanından   elde   edilmiştir   [24].   Moleküler   docking 

çalışmalarında   protokolün   güvenilirliğini   test   etmek   için 

redocking işlemi  yapılır.  Fakat Docking Server platformu 

üzerinden gerçekleştirilen analizlerde redocking işlemi teknik 

sınırlılıklar nedeni ile sağlanamadığı için RMSD (Root Mean 

Square Deviation) değerleriyle karşılaştırılması  apılamamıştır. 

Bulgular 

Moleküler kenetleme çalışmalarında 1,4-Phthalazinedione, 

Alpha-Cubebene, Beta-Copaene, Gamma-Muurolene, 

Isofucosterol,  Metanephrine     bis     (trimethylsilyl)    ether, 

Nitro-2H-chromene  ve  5-FU  referans  molekülü,  COX-2 

enzimini temsil eden 5KIR hedef protein ile etkileşim 

göstermiştir. Moleküler kenetlenme çalışmaları, biyolojik 

reseptör ile incelenen moleküller arasındaki bağlanma 

enerjisini belirlemek için kullanılır. Biyolojik reseptörün 

kristal yapısı protein veri bankasından seçilir. Kenetlenme 

yoluyla incelenen ligandların hedef  proteinlerle  etkileşimi 

incelenebilir. Tablo 1, ligantlar ve hedef protein arasındaki 
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bağlanma enerjilerini (BE), vdW + Hbond + çözünmüş enerji 

(WHDE), toplam moleküller arası enerjiyi (IE), tahmini 

inhibisyon sabitini (Ki) ve etkileşim yüzeyini (IS) 

göstermektedir

Tablo 1. 5KIR hedef protein ile çalışılan ligantlar arasındaki bağlanma enerjisi (kcal/mol). 

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

(mM) 

IS 

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 -4.18 -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 

Bağlanma modları incelendiğinde, ligandlar COX-2 enzimini 

temsil eden 5KIR hedef proteiniyle farklı bölgelerden 

etkileşime girmektedir. Bağlanma değerlerinin düşük olması, 

araştırılan hedef protein ve fitobileşenlerin aralarındaki 

etkileşimin daha yüksek olduğunu göstermektedir.   Sonuç 

olarak, C. officinalis bitkisinin çeşitli fitobileşenlerinin COX-2 

enzimini inhibe etme yeteneği 5-FU referans maddeden daha 

yüksektir. Bu nedenle, belirtilen bitki türünün bu enzimi 

inhibe edebilme etkisine sahip olduğu düşünülebilir. Docking 

sonuçlarına göre bağlanma enerjilerindeki daha düşük negatif 

değerler, moleküller arası etkileşimin daha güçlü olduğunu 

göstermektedir [25]. Elde edilen kimyasal bilgiler ışığında, 

COX-2 hedef proteini ve isofucosterol bileşiğinin en yüksek 

aktiviteye sahip olduğu görülmektedir. Metanephrine 

bis(trimethylsilyl) ether ve 1,4-Phthalazinedione bileşenleri 

bağlanma aktivitesi bakımından isofucosterol’ü sırasıyla takip 

etmektedir. Elde edilen parametrelerden, inhibisyon sabiti 

molekülün miktarına göre aktivitesinin bir ölçüsüdür [26]. C. 

officinalis bileşiklerinden isofucosterol en düşük aktivite 

miktarına (0,26 mM) sahiptir. Düşük miktarlarda yüksek 

aktivite tercih edilir. Ayrıca isofucosterol hedef protein 

bölgesiyle en yüksek etkileşim yüzeyine sahiptir. Şekil 1, en 

yüksek biyolojik aktiviteye sahip C. officinalis bileşenleri ile 

hedef protein arasındaki bağlanma modlarını ve etkileşim 

tiplerini göstermektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1. En iyi bağlanma gösteren bileşenlerin 5KIR hedef 

proteini ile bağlanma modelleri. 

Bağlanma modları incelendiğinde, ligandların COX-2 

enzimini temsil eden hedef proteinle farklı bölgelerden 

etkileşime girdiğini göstermektedir. Ek olarak, her bileşen 

hedef proteinin amino asit kalıntılarıyla farklı şekilde 

etkileşime girer. Bu etkileşimler genellikle hidrojen bağı, 

hidrofobik ve polar etkileşimlerdir. Bileşenler ve amino asit 

kalıntıları arasındaki etkileşim bölgeleri Tablo 2’de 

listelenmiştir.
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Tablo 2. 5KIR hedef protein ve çalışmadaki farklı fitobileşenlerin etkileşim türleri. 

 

Ligandlar 

 

Hidrojen 

Bağları 
Polar Hidrofobik 

1,4-Phthalazinedione SER143 SER146 LEU145 

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 doğrultusunda, biyolojik 

aktivitede aktif rol oynayan etkileşim tipleri hidrojen bağı ve 

hidrofobik etkileşimlerdir. Yüksek derecede aktif olan 

isofucosterol, 5KIR proteininin LEU145, TRP139 ve LEU224 

amino asit dizileriyle hidrofobik olarak etkileşime girer. 1,4- 

Phthalazinedione ve methanephrine bis(trimethylsilyl) ether 

bileşikleri diğer yüksek derecede aktif amino asit dizileri 

SER143 ve GLU140 ile hidrojen bağları oluşturmuş ve 

hidrofobik etkileşimler meydana getirmiştir. Spesifik amino 

asit dizileri olan bileşenlerin etkileşimleri aktivite 

çalışmalarının geliştirilmesi için önemlidir [27]. 

Tartışma 

Bu çalışmada, C. officinalis bitkisinin çeşitli fitobileşenlerinin 

COX-2 enzimini temsil eden 5KIR hedef proteiniyle moleküler 

kenetleme  etkileşimleri  değerlendirilmiştir.  Referans  bileşik 

olarak antikanser özelliği bilinen 5-FU (5-florourasil) 

kullanılmıştır. Docking Server aracından elde edilen veriler, C.  

officinalis bileşiklerinin COX-2 enzimi üzerinde önemli 

inhibitör potansiyel sergilediğini ortaya koymaktadır. 

Tablo 1’de, izlenen bağlanma enerjisi (BE), vdW + H bağları + 

çözünme enerjisi (WHDE) ve toplam intermoleküler enerji 

(IE) parametreleri, inhibitör etkinlik açısından kıyaslanabilir 

bilgiler sunmaktadır. Isofucosterol bileşeninin, BE: -4.88 

kcal/mol; IE: -5.90 kcal/mol; Ki: 0.26 mM; IS: 552.84 Å² 

değerleri ile diğer bileşiklerin önüne geçtiği görülmektedir. 

Düşük inhibitör sabiti (Ki) değeri, daha az miktarla yüksek 

etki sağlanabileceğini ifade etmektedir. Bu parametreler, 

isofucosterol’ün COX-2 enzimi için en güçlü bağlanma ve 

inhibisyon potansiyeline sahip olduğunu göstermektedir [26]. 

Şekil 1'de gösterildiği üzere, ligandların hedef proteinle olan 

bağlanma  modları,  farklı  amino  asit  kalıntıları  üzerinden 

şekillenmiştir.  Özellikle isofucosterol bileşeni, LEU145, 

TRP139 ve LEU224 ile yoğun hidrofobik etkileşim göstermiştir. 

Metanephrine bis(trimethylsilyl) ether bileşeni, GLU140 ile 

hidrojen bağları, LEU145 ve LEU224 ile hidrofobik etkileşim 

kurmuştur.  1,4-Phthalazinedione bileşeni ise, SER143 ile 

hidrojen bağları ve LEU145 ile hidrofobik etkileşim 

göstermiştir.  Bu etkileşimlerin yapısal temeli, fitobileşenlerin 

hedef protein üzerinde farklı bölgelere yönelerek etkili 

bağlanma stratejileri geliştirdiğini göstermektedir [27]. 

Elde edilen bulgular, COX-2 enziminin moleküler 

inhibisyonuna yönelik olarak C. officinalis bitkisinin 

farmakolojik potansiyelini ortaya koymaktadır. 5-FU referans 

bileşiği ile kıyaslandığında, özellikle isofucosterol’ün daha 

güçlü bağlanma enerjisine sahip olması, bitkinin içeriğindeki 

etken maddenin antiinflamatuvar ve özellikle antikanser 

aktiviteleri açısından güçlü bir aday olabileceğini 

düşündürmektedir [25]. Bu çalışmada yer alan moleküler 

docking sonuçları, bağlanma enerjileri ve etkileşim türleri 

açısından değerlendirildiğinde güçlü molekül-hedef ilişkileri 

ortaya koymaktadır. Bununla birlikte, docking yönteminin 

doğruluğunu test etmeye yönelik redocking işlemi, teknik 

sınırlılıklar nedeniyle gerçekleştirilememiştir. Docking Server 

platformu üzerinden bağlanma pozisyonlarının RMSD analizi 

yapılamamıştır. Bu durum, elde edilen bağlanma skorlarının 

mutlak doğrulukla yorumlanmasını sınırlamakla birlikte, 

çalışmanın in silico düzeyde ön değerlendirme amaçlı olduğu 

göz önünde bulundurulduğunda kabul edilebilir düzeydedir. 

İlerleyen çalışmalarda, doğrulama işleminin gelişmiş 

hesaplama ortamlarında gerçekleştirilmesi planlanmaktadır. 

Sonuç 

Isofucosterol, 5KIR hedef proteinle daha güçlü bağlanma 

enerjisi ve etkileşim yüzeyine sahiptir. COX-2 inhibisyon 

potansiyeli olarak değerlendirilecek olursa isofucosterol, 
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metanephrine bis(trimethylsilyl) ether ve 1,4- phthalazine 

Dione sıralaması öne çıkmaktadır.  Referans bileşik olan 5-

FU’ya göre tüm fitobileşenler daha etkili bağlanma 

göstermiştir. Hidrojen bağları ve hidrofobik etkileşimler, 

ligand–reseptör ilişkilerinde temel belirleyici bağlar olarak rol 

oynamaktadır. Bu bulgular, C. officinalis bitkisinin COX-2 

enzimine karşı potansiyel doğal inhibitörler geliştirilmesinde 

kullanılabileceğini desteklemektedir. Daha ileri çalışmalar için 

bu bileşiklerin in vitro ve in vivo düzeyde doğrulanması 

gerekmektedir. 
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Beyanlar: 

• Bu çalışma, 13-14 Ocak 2023 tarihinde düzenlenen 
International Interdisciplinary Congress of Women 
in Science "Diversity, Careers, Interdisciplinarity” 
adlı kongrede özet bildiri olarak sunulmuştur. 

• Bu çalışma Sivas Cumhuriyet Üniversitesi Fen 
Bilimleri Enstitüsü'nde yapılan doktora tezinden 
üretilmiştir. 

Yazarın Katkısı: 

▪ Tüm yazarlar kavramsallaştırmaya, veri 
toplamaya, araştırmaya ve nihai yazının 
hazırlanmasına eşit şekilde katkıda bulunmuştur. 

▪ Yazar, çalışmanın her aşamasından sorumlu 
olmayı ve çalışmanın bütünlüğü veya doğruluğu 
hakkındaki tüm endişelerin kapsamlı bir şekilde 
incelenip ele alınmasını sağlamayı kabul eder. 

Yazışmalar: 
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