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OZET

Amagc: Flavanonlar olarak bilinen flavonoidlerin bir alt simfina ait olan Naringin ve Naringenin,
turunggillerdeki ana biyoaktif bilesiklerdir ve insan sagligi iizerindeki yararli etkileri bilinmektedir. Bu
¢aligmamn amaci; Naringin ve naringenin molekiillerinin antioksidan 6zelliklerinden dolayr kardiyovaskiiler
sistem tizerindeki etkileri molekiil yerlestirme ile incelemektir. Naringin ve Naringenin’in antioksidant
proteinine (PDB ID:1HD2) karsi aktivitelerini degerlendirmek i¢in molekiiler yerlestirme hesaplamalari
kullanmaktur.

Materyal ve Metot: Molekiiler docking ¢aligmalar1 Chimera 1.17.3, Auto dock vina ve BIOVIA Discovery
Studio 2021 Client programlari kullamlarak gerceklestirildi.

Bulgular: Naringin ve Naringenin’in 1HD2 hedef proteinine baglanma afinitesi sirasiyla -6.4 kcal/mol ve -5.8
kcal/mol olarak hesaplanmustir. Naringin ligandinin GLY, CYS. ASN ve ARG ile H baglar1 gergeklestirirken
Naringenin ise ASN ve ARG ile gergeklestirmistir.

Tartisma ve Sonu¢: Yapilan ¢alisma sonuglar1 molekiiler yerlestirme analizinin sonuglari, hedef reseptor
proteinlerinin ve Naringin’in baglanma afinitesi i¢in miikkemmel bir potansiyele sahip oldugunu ve hedef
proteinlere kars1 bu bilesigin aktif bolgeye olumlu bir sekilde baglandigim gostermistir. Buna gore docking
sonuglart aromatik halkaya bagli hidroksil grubu, hidrojen baglart ve sp2 hibrit orbitaller gibi baz1 kimyasal
veriler, aktif cepte amino asit kalintilar1 ile dipolar ve hidrofobik (tercihen pi-pi) olmak iizere farkl
etkilesimlerin varligim gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Naringin, Naringenin, Molekiiler doking, Kardiyaviiskiiler, Antioksidant

ABSTRACT

Objective: Naringin and naringenin, which belong to a subclass of flavonoids known as flavanones, are the
main bioactive compounds in citrus fruits, and they are known for their beneficial effects on human health. To
investigate the effects of naringin and naringenin molecules on the cardiovascular system due to their
antioxidant properties by molecular docking. To use molecular docking calculations to evaluate the activities
of naringin and naringenin against antioxidant protein (PDB ID:1HD?2).

Material and Methods: Molecular docking studies were performed using Chimera 1.17.3, Auto dock vina and
BIOVIA Discovery Studio 2021 Client programmes.

Results: The binding affinity of Naringin and Naringenin to the 1HD2 target protein was calculated as -6.4
kcal/mol and -5.8 kcal/mol, respectively. Naringin ligand formed H bonds with GLY, CYS, ASN and ARG
while Naringenin formed H bonds with ASN and ARG.

Discussionand Conclusion: The results of molecular docking analysis showed that the target receptor proteins
and naringin have excellent potential for binding affinity and that this compound binds favourably to the active
site against target proteins. Some chemical data such as hydroxyl group attached to the aromatic ring, hydrogen
bonds and sp2 hybrid orbitals indicate the presence of different interactions, dipolar and hydrophobic
(preferably pi-pi), with amino acid residues in the active pocket.
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GIRIS

Diinya saglik raporuna gore kardiyovaskiiler hastaliklar diinyada 6nde gelen Olim
nedenlerinden biridir. Bu nedenle kardiyovaskiiler hastaliklarin erken tespiti i¢in nicel ve dogru
yontemlere biiyiik ihtiyac vardir. Geligsmis tilkelerde, iskemik kalp hastalig1 ve serebrovaskiiler
hastaliklar birlikte tiim Oliimlerin %36'sm1 olusturmaktadir. Kardiyovaskiiler sistemin
karmasiklig1 sebebiyle kardiyovaskiiler hastaliklar1 teshis etmek, 6nlemek ve tedavi etmek i¢in
islevinin Olgiilmesi zordur. Esas olarak oksidatif hasarin birikmesi nedeniyle kardiyovaskiiler
hastaliklarin goriilme sikligini artmaktadir. Kardiyovaskiiler hastaliklarda énemli bir risk
faktorii yaslanmadir. 2030 y1lina kadar diinya niifusunun beste biri 65 yasin tizerinde olacak ve
kardiyovaskiiler hastalik orani katlanarak artacaktir. Yasla iliskili kardiyovaskiiler hastalik
ardindaki oksidatif stres mekanizmalarinin anlagilmasi, 6nleme konusunda bir déniisiime yol
acmustir (1, 2). Oksidatif strese kars1 baz1 maddeler hasar olusumu onceyerek kardiyovaskiiler
hastaliklara karsi korunma saglayabilmektedir.

Flavonoidler bitkilerde dogal olarak bulunan, polifenol bilesiklerin sekonder metabolitleridir.
Epidemiyolojik calismalarda flavonoidlerden zengin besinlerin 6zellikle de turunggillerin
tikketiminin kardiyovaskiiler hastalik risk faktorlerini ve mortaliteyi azalttig1 bildirilmektedir
(3-6). Turunggillerde flavonoid igerikleri oldukga yiiksektir. Turunggil tiikketimindeki bu
yararli etki, turunggil tiirlerinde bulunan polifenollere o&zellikle de flavanoidlere
baglanmaktadir (7). Naringin ve Naringenin bu flovonoidlerden bazilaridir. Naringin ve
Naringenin, tiiketimi insan saglhigi i¢in faydali olan turunggillerdeki ana biyoaktif
polifenollerdir. Cok sayida ¢alisma bu maddelerin antioksidan ve antiandrojenik 6zelliklerinin
yani sira hayvanlarda ve insanlarda cesitli in vitro ve in vivo deneysel modellerde bir¢ok
hastaliktan koruma yeteneklerini bildirmistir (8).

Flavonoidler, bir aromatik halkaya (B) karbon-karbon bagi ile bagh iki kaynasmis halka (A ve
C) igeren on bes karbonlu bir yapi ile tanimlanir (Sekil 1) (9). Naringin (4',5,7-
trihidroksiflavanon-7-rhamnoglukozit) ve onun bir glikon formu olan Naringenin esas olarak
limon, portakal, mandalina ve greyfurt gibi turunggillerde bulunur (10). Flavonoidlerin ana
yapisindaki 4', 5 ve 7 karbonlarina ii¢ hidroksi grubunun eklenmesi Naringenin olusumuyla
sonuglanir (9). Naringenin'in molekiiler formiili C15H1205 olup 5,7-Dihidroksi-2-(4-
hidroksifenil)kroman-4-on IUPAC ismine sahiptir. Flavonoidlerin potansiyel terapotik
etkileri, serbest radikalleri temizleme ve oksidatif stresi azaltmaya dayanmaktadir.
Flavanonlar, serbest radikal siipiirme ve metal iyonu selatlama faaliyetlerinden sorumlu
fonksiyonel hidroksil gruplarinin sayisia ve konfiglirasyonuna bagli olan gii¢lii antioksidan

aktivite gosterirler (10).
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Sekil 1. Flavonoidlerin iskelet yapisi (I), naringenin (II), ve naringin (III).

Oksidatif stres, hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimi ile antioksidan savunmalar
arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmig olup bu da lipidler, membranlar, proteinler ve DNA
dahil olmak {izere hiicre yapilarmin oksidatif hasarma yol agmistir (9, 12). Antioksidanlar ise
oksidanlar1 ortadan kaldirirak ROS'un neden oldugu hasari onarir (13-15). Turunggil
flavonoidlerinin kan lipidlerini ve kolesterolii diistiriicii, antiinflamatuvar ve  antioksidan
ozellikleri bulunmaktadir (16).

LDL-kolesterolin (LDL-K) artmasi ve arteriyal damar duvarlari iginde bulunan makrofajlarda
birikmesi ateroskleroz gelisiminin ana sebebidir. Ateroskleroz gelisimi, kalp krizleri, iskemik
inme, koroner arter hastaliklar1 gibi bir¢ok kardiyovaskiiler hastaligm ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (17, 18).

Naringenin; LDL-k, Trigliserit (TG) ve glikoz diizeyini azaltmakta, HDL-kolesterolii (HDL-
k) arttirarak antioksidan savunma sistemini gelistirmekte ve aterosklerozla iliskili genlerin
transkripsiyonunu azaltarak diizenlemektedir (16). Naringin ve Naringenin molekiillerinin
antioksidan 06zellklerinden dolay1 kardiyovaskiiler sistem iizerindeki etkileri molekiil
yerlestirme ile incelenmistir. Bu ¢alismada Naringin ve Naringenin’in antioksidant proteinine
(PDB ID:1HD2) kars1 aktivitelerini degerlendirmek i¢in molekiiler yerlestirme hesaplamalari

kullanilmastr.

MATERYAL VE METOD

Molekiiler Docking

Hedef proteinlerin protein kodlari, https://www.rcsb.org adresindeki Yapisal Biyoinformatik
Protein Veri Bankasi1 Arastirma Isbirligi'nden (RCSB PDB) PDB formatinda (3D Conformer)
indirildi.

Molekiiler docking calismalari Chimera 1.17.3, Auto dock vina ve Discovery Studio

programlar1 kullanilarak gerceklestirildi. Ligand olarak tercih edilen naringenin yapisi
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(PubChem SMILE: C1C(OC2=CC(=CC(=C2C1=0)0)0)C3=CC=C(C=C3)0) PubChem veri
tabanmdan (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) elde edildi. Proteinlerin {i¢ boyutlu kristal
yapilar1 RCSB Protein Veri Bankasindan (https://www.rcsb.org) elde edildi. Molekiiler
docking i¢in protein yapilart hemen kullanima uygun degildir. Proteinler ve ligand Chimera
1.17.3, programinda Prepare a molecule for use as USCF input modiilii kullanilarak Molekiiler
docking i¢in hazirlandi. Molekiiler docking hazirlik asamalarinda sirasi ile sterik engeller
ortadan kaldirildi, eksik hidrojenlerin eklendi, kismi yiikler atandi, yan zincirler olusturuldu ve
eksik dongiilerin dolduruldu, kristal yapilardaki baglanma bdlgesinden 5 A'nin 6tesinde
konumlanan su molekiilleri ¢ikarildi, ligandin optimal enerji minimizasyonu gergeklestirildi,
proteinlerin potansiyel baglanma bolgeleri belirlendi ve 1zgara kutusu 30x30x30 hacimsel
araliga ayarlandi. Rapor edilen biyoaktif bilesikler PubChem veri tabanindan SDF (Structure
data file) formatinda (3D conformer) indirilmis (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). In-silico
caligmay1 gerceklestirmek i¢in AutoDock Vina kullanilmistir (19). Hazirlanan yapilandirma
dosyalar1, yerlestirmeyi c¢alistirmak igcin gereken tiim ayrintilardan (protein ve ligand)
olusuyordu. AutoDock Vina'y1 ¢ahstirma komutu Komut Istemi kullanilarak verildi. Cikt1
dosyalar1, kenetlenmis pozlar1 gorsellestirmek i¢in pdbqt formatinda yapildi. 2D ve 3D
kenetlenmis pozlarin gorsellestirilmesi icin BIOVIA Discovery Studio 2021 Client (BIOVIA,
San Diego, CA, ABD) kullanilmistir. Hazirlanan proteinler pdbqt formatinda kaydedildi.
Izgara bolgeleri, dogal ligandin bagladigr aktif bolgeye gore diizenlendi. Daha sonra XYZ
Oznitelikleri ayarlandi ve yerlestirme icin gerekli tiim ayrintilari igeren bir yapilandirma

dosyasi olusturuldu.

BULGULAR

Molekiillerin aktivitelerini belirleyen ilk parametre docking score parametresidir. Ayrica diger
parametreler molekiiller ve proteinler arasindaki etkilesimlerin sayisal degerlerini vermektedir.
Docking score molekiil islevselliginin 6nemli bir 6l¢lisli olarak one ¢ikmaktadir. Naringin ve
Naringenin’in 1HD2 hedef proteinine baglanma afinitesi sirasiyla -6.4 kcal/mol ve -5.8

kcal/mol olarak hesaplanmistir. Hesaplanan parametre degerleri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Docking score degeri, H baglar1 ve Hidrofobik etkilesimler

Naringenin Naringin
Docking -5.8 kcal/mol -6.4 kcal/mol
score
~ AA  Uzaklik H- Uzaklik D- Donor AA  Uzaklik H- Uzaklik D- Donor
- ks A A angle A A angle
’}5“ ASN 2.24 3.12 148.76 GLY 217 3.11 157.88
ARG 2.28 3.10 140.14 CYS 234 3.11 134.72
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ARG 2.05 2.93 14774 ASN_ 3.17 4.01 143.76
ARG 211 2.95 141.39
AA  Uzaklik AA  Uzaklik
PHE 3.90 THR  3.76
x5 PHE 3.64 PHE 370
SE THR 370 PHE 368
=2 VAL 3.95
T % ILE 3.6
PHE 370
PHE 370

Molekiiller ve proteinler arasindaki etkilesim Sekil 2'de verilmistir. Sekil 3’te ise Naringin ve

Naringenin molekiillerinin 1HD2 hedef proteini ile aromatikligi, H bagi, interpolasyon ytikii,

hidrofobikligi ve iyonlasabilirlik 6zelligi verilmistir. Hesaplamalar sonucunda molekiillerin

cesitli proteinlere karsi aktiviteleri karsilastirilir. Bu karsilagtirma icin docking score

parametresi sayisal degerine gore yapilir ve bu parametrenin sayisal degeri en negatif olan en

yiiksek aktiviteye sahiptir. Buna gore Naringinin, Naringenine kiyasla daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.

3D etkilesim

2D etkilesim

Naringenin

AN
AT76

ARG
a4

e N3
A119 0

Naringin

Sekil 2. Naringenin ve Naringin'in 2D ve 3D etkilesimleri
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Naringin Naringenin

Aromatiklik

. Kenar

L Yizey

H bagi

. verici

L ala

interpolasyonlu yiik

0,100
0,067
0,033
0,000
-0,033
-0,067
-0,100

Hidrofobiklik

3,00
2,00
1,00
0,00
-1.00
-2,00
-3,00

Iyonlasabilirlik
.Bazik
} .Asidik

Sekil 3. Naringin ve Naringenin molekiillerinin IHD2 hedef proteini ile aromatikligi, H bag, interpolasyon
ylikii, hidrofobikligi ve iyonlasabilirlik

TARTISMA

Molekiiler modelleme, molekiiler kenetlenme hesaplamalari yoluyla molekiillerin proteinlerle

etkilesimlerini inceleyen dnemli bir yontemdir. Bu yontem, molekiillerin proteinlere karsi
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aktivitesini ve aralarindaki etkilesimi belirler ve bu etkilesim arttikca molekiillerin aktivitesi
de artar. Her bir parametre molekiillerin farkli 6zellikleri hakkinda bilgi vermektedir.
Molekiillerin proteinlerle etkilesimi nedeniyle proteinlerin inhibe edildigi bilinmektedir. lyi
bilinmelidir ki molekiiller ve proteinler arasindaki etkilesim arttikca molekiillerin aktivitesi de
artmaktadir. Bu etkilesimler genellikle kimyasal etkilesimlerdir ve bunlar hidrojen baglari,
polar ve hidrofobik etkilesimler, n-n ve halojendir. Bu modelde aktiviteyi belirleyen en 6nemli
faktor molekiil ile protein arasindaki etkilesimdir.

Molekiiler yerlestirme analizinin sonuglari, hedef reseptdr proteinlerinin ve Naringin’in
baglanma afinitesi i¢in milkemmel bir potansiyele sahip oldugunu ve hedef proteinlere karsi
bu bilesigin aktif bélgeye olumlu bir sekilde baglandigint gostermistir. Docking sonuglar1
aromatik halkaya bagl hidroksil grubu, hidrojen baglar1 ve sp2 hibrit orbitaller gibi bazi
kimyasal veriler, aktif cepte amino asit kalintilar1 ile dipolar ve hidrofobik (tercihen pi-pi)
olmak iizere farkl: etkilesimlerin varligmi gostermektedir. Bu molekiiler etkilesimler arasinda
hem kisa hem de genis menzilli dipol-dipol ve giiclii pi-pi etkilesimleri vurgulanmaktadir. Bu

sonuglar, hidroksil grubunun ve pibaglarinin biyolojik aktivitesindeki roliinii dogrulamaktadir.

SONUC

Sonug¢ olarak, naringin ve naringenin’in kardiyoprotektif etkileri klinik ve deneysel
caligmalarla desteklenmis ve muhtemel etki mekanizmalar tavsiye edilmistir. Bu makale,
KVH’ yi tedavi eden farkli antioksidan tedavileri tartisan oksidatif stres ve KVH arasindaki
iligkiye odaklanmaktadir. Ek olarak, antioksidan o6zelligi kanitlanmus olan Naringin ve
Naringenin’in gelecekteki tedavi alanlarinda KVH' yi iyilestirdigini daha net anlamak i¢in daha

cok calismaya ihtiyag vardir.

Bilimsel Sorumluluk Beyani

Yazarlar, calisma tasarmmi, veri toplama, analiz ve yorumlama dahilolmak {izere makalenin
bilimsel i¢eriginden, yazimdan, ana ¢izginin bir kismindan veya i¢eriginin hazirlanmasmdan,
bilimsel olarak gézden gecirilmesinden ve makalenin son halinin onaylanmasindan sorumlu
olduklarmi beyan ederler.

Etik Onay

Calismamizda etik onaya ihtiya¢ duyulmamustir.

Cikar Catismasi

Yazar(lar), bu makalenin arastirilmasi, yazarligi ve/veya yaymlanmasi ile ilgili herhangi bir

potansiyel ¢ikar catismasi beyan etmemistir.
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