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Ozet — Hyperoside antiinflamatuar, antibakteriyel, antiviral, ndroprotektif, antidepresan ve organ koruyucu
etkilerinin yanisira son zamanlarda akciger, servikal, mide, kolon, pankreas, meme ve yumurtalik kanseri
lizerine antitiimér etkilerinin arastirilmaya baslandigi dogal bir flavonol glikozittir [1]. Cesitli bitkilerden
ekstrakte edildigi gibi kimyasal ve biyosentez yontemlerle de elde edilmektedir. Siklofosfamid (CP)
immiinosupresan bir ilagtir ve esasen kanser hiicrelerinin DNA'sina zarar vererek antiproliferatif etki
gosterirler [2]. Bu ¢aligmanin amaci CP kaynakli ortaya ¢ikan hasarin Caspase-3, Bax ve Bcl-2 apoptoz
belirtegleri lizerine olusabilecek hasara kars1 hyperoside katkisi ile koruyucu ve antiapoptotik etkilerinin
arastirtlmasidir. Bu amagla yiiriitiilen in silico ¢alismalarda CP, hyperoside ve CP+hyperoside olmak iizere
ic kombinasyonda sirasiyla Caspase-3, Bax ve Bcl-2 ile molekiiler etkilesimlerini belirlemenin yan1 sira
bu etkilesimlerin olasi mekanizmalarina ek olarak CP, hyperoside ve CP+hyperoside tarafindan proteinler
arasinda tercih edilen baglanma bolgelerini ortaya ¢ikarilmistir. Hiperosid ilavesiyle CP'nin Caspase-3, Bax
ve Bcl-2'nin aktif bolge amino asit kalintilarina baglanmasinda meydana gelen degisikliklerin yani sira
hidrojen bagi olusturma egilimlerinde meydana gelen degisiklikler de in silico ¢aligmalarla agiklanmigtr.
Insilico sonuglara gore hyperoside, CP kaynakli ortaya ¢ikabilecek apoptoza karsi giiglii bir koruyucu aday1
olabilecegi degerlendirilmistir. Ayrica sonuglarimiza dayanarak, hyperoside'nin CP ve benzeri alkilleyici
ajanlarin  kullanimimm gerektiren kanser hastalar1 iizerinde klinik uygulama oOncesinde daha 1iyi
degerlendirme imkan1 saglayacag: diigiiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler — Hyperoside, Negatif Baglanma Enerjisi, Alkilleyici Ajanlar, Katalitik Aktivite, Flavonoidler

I. GIRIS DNA ve proteini alkilleyen ¢apraz baglanma tireten

Alkilleyici  antineoplastik  ilag  gruplari, kimyasal olarak reaktif ' metgbolitlerder?
antioksidan-oksidan dengesine zarar verebilen ~kaynaklanmaktadir [9]. Reaktif oksijen tiirleri
giiclii ilaglardir [3]. Siklofosfamid (CP), tipik olarak  (ROS) akut  ve kronik akciger hasarinin
kanser tedavisinde kemoterapotik bir ilag olarak patogegegmde §nem11 rollere  sahiptir. Oksijen
kullanilan ~ alkilleyici nitrojen hardalin  bir Ya$am i¢in hayati 6nem tagidigindan, hava yollarim
oksazafosforin tiirevidir [4]. CP'min bobrek, V€ alveoh’ip' yuzey alanmi kaplayan hiicreler her
karaciger, akciger ve testis gibi saglkli dokulara Zaman oksijene ihtiya¢ duyar. Pulmoner savunma
zarar verdigini gosteren ¢alismalar, bu ilacin kanser hiicrelerl‘ olarak bilinen né?j[roﬁller, monositler ve
tedavisinde kullanimini siirlandirmustir [5, 6]. makrofajlar molekiiler oksijeni ROS'a doniistiirme

CP maruziyetinin oksidatif stres sonrasi redoks eglllm}ndedlr [10, 11]. Cahsmalar, CP'nin
dengesinin bozulmasina neden olarak biyokimyasal ~akrolein/ROS olusumuna neden olmast apoptozda

ve fizyolojik bozukluklara yol actigi bildirilmigtir 3153, l‘ipid p'e'roksidasyonunu‘a}ru.ImaSI' ve ilag
[7, 8]. CP, cesitli neoplastik hastaliklarm metabolize edilirken notrofil biriktirmesinin yani

sira  siganlarin  akcigerlerinde  enflamatuar

tedavisinde uygulanan ve genel olarak recete edilen ) o
reaksiyonlara neden oldugunu gostermistir [4].

bir antikanser ilagtir. CP'nin sitotoksik etkileri,
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Hypericum tiirlerinin metanolik ekstrelerinde
bircok biyoaktif bilesik oldugu bilinmektedir [12,
13]. Hypericaceae familyasinin bir tiyesi olan
Hypericum, yatistirici, antiseptik, anti-enflamatuar
ve anthelmintik 6zellikleri nedeniyle geleneksel
olarak tibbi tedavilerde kullanilmaktadir [14].
Ayrica Hypericum, antioksidan 6zelliklerinin yani
sira klorojenik asit, hyperoside, quercitrin, quercetin
ve rutin gibi 6zelliklere sahip flavonoid ve fenolik
bilesiklere sahiptir [15, 16]. Ayrica, Hypericum
ekstraktinin en yliksek orana sahip hiperosidin
antiapoptotik, antioksidan 06zelligi, oksidatif stres
aracili bir¢ok hastaligin ilerlemesini 6nlemeye veya
azaltmaya yardimci olur [12]. Ancak literetiirde
hyperoside’nin antiapoptotik etkinligini gosteren in
silico c¢alismalara rastlanmamustir. Bu  tiir
bilesiklerin biyomolekiillerin aktivitesi {lizerindeki
etkisi, biyomolekiiller ve ligand arasinda meydana
gelen hidrojen bagi ve diger etkilesimler dikkate
alinarak degerlendirilir.

Biyomolekiiller i¢in biiyiik 6neme sahip olan -NH
ve -OH gruplar tizerinde olusan hidrojen baglari,
biyomolekiiliin seklini ve islevini 6nemli Olciide
etkiler. Ayrica bu baglar bir ligandin enzimin
katalitik baglanma cebinde stabilize edilmesi ve
enzimatik kataliz i¢in de gereklidir [17].
Biyomolekiil-ligand etkilesimleri s6z konusu
oldugunda, hidrojen baglarinin sayis1 ve uzunlugu
ve ligandin biyomolekiiliin aktif bdlge amino asit
kalintilar1 ile gergeklestirdigi karbon-hidrojen, van
der Waals, Donor-Donor ve Pi-Alkil etkilesimleri,
biyomolekiil-ligand etkilesimlerinden kaynaklanan
Gibbs serbest enerji degeri degisimini (AG) azaltir.
Bu azalma tipik olarak proteinin liganda olan
afinitesinin bir gostergesi olarak kabul edilir [18-
20]. Bu caligmanin amaci CP kaynakli ortaya ¢ikan
apoptozun (Caspase-3, Bax ve Bcl-2) 6nlenmesinde
hyperoside etkilerinin arastiriimasidir.

. MATERYAL VE YONTEM

A. CP, hyperoside, CPM+hyperoside'nin Caspase-

3, Bax ve Bcl-2 makromolekiilleri ile
etkilesimlerinin molekiiler modelleme
calismalar

In silico calismalarda Discovery Studio 3.0
programi ve PyRx 0.8 programi kullanilarak CP,
hyperoside ve  CP+hyperoside’nin  sirasiyla
Caspase-3, Bax ve Bcl-2 ile -etkilesimlerinin
belirlenmesi, bu etkilesimlerin olasi
mekanizmalarmin ~ ve  CP,  hyperoside ve

CP+hyperoside  kombinasyonlarinin ~ apoptoz
belirtecleri ile meydana getirdigi komplekslerde

tarafindan  proteinler arasinda tercih edilen
baglanma  bdlgelerinin  ortaya  ¢ikarilmasi
amaclanmistir.  PDB  kodlar1 sirasiyla 1GFW

(Caspase-3), 1F16 (Bax) ve 202F (Bcl-2)
makromolekiillerinin kristal yapilart RSCB Protein
Databank veri tabanindan indirilmistir. Bu
calismada kullanilan makromolekiillerin tiim aktif
bolge amino asit kalintilari (ASAR) Discovery
Studio Visualizer programi ve 6nceki ¢alismalarin
sonuglart kullanilarak belirlenmistir [21-24].

Caspase-3 i¢in tanimlanan ASAR'lar sirasiyla
Lys57, Ser58, Met61, His121, Gly122, Cys163, ,
Tyr204, Ser205, Gls206, Arg207, Phe256 amino
asit residueleridir. Bax i¢in tanimlananlar ise Lys21,
GIn28, GIn32, Glul31 ve Argl34 gibi yikli ve
hidrofilik kalintilara ek olarak Met20, Ala24,
Leu27, 1le31, 11e133, Metl37 ve Leuldl'dan
olusmaktadir. Bcl-2 i¢in tanimlanan ASAR'lar ise
Tyr199, Alal46, Vall45, Gly142, Trp141l, Leul34,
Vall30, Metl12, Aspl08, Tyrl05, Aspl00 ve
Ala97  olarak  belirlenmistir.  CP'nin  ve
hyperoside’nin  molekiiller =~ modelleri ~ SDF
formatinda sirasiyla Structure2D CID 2907 ve
Structure2D CID 5281643 kodlartyla PubChem
veri tabanindan indirilmistir. CP ve hyperoside'nin
Caspase-3, Bax ve Bcl-2'nin aktif bdlgesine
yerlestirilmesi  PyRx  programi  kullanilarak
gergeklestirilmistir  [20, 25, 26].  Enerji
minimizasyonu ve diger parametreler Onceki
caligmalarimizda yapildig: gibi ayarlandi [27, 28].

PyRx programi ile CP ve hyperoside
molekiillerinin Caspase-3, Bax ve Bcl-2'nin hangi
kalintilarina baglanma egiliminde oldugunu bulmak
icin dokuz farkli baglanma modu secildi ve bunun
tizerine hem CP hem de hyperoside molekiilleri
ligand olarak kullanilmak iizere Discovery Studio
3.0 programina uyumlu olacak sekilde ayarlandi.
Daha sonra Caspase-3, Bax ve Bcl-2
makromolekiillerinin CP ve hyperoside molekiilleri
ile etkilesimleri 2D ve 3D etkilesim modlar
yardimiyla ortaya ¢ikarilmistir. Negatif baglanma
enerjisi parametreleri ise en diisiik Gibbs serbest
enerji degisimi (AG) degerleri dikkate alinarak
belirlenmistir.
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n.BULGULAR
A. Caspase-3 i¢in molekiiler yerlestirme sonuglart

CP ile Caspase-3 arasinda meydana gelen

etkilesimlere bagl olarak ortaya ¢ikan baglanmalar
Sekil 1'de gosterilmistir.

- Il
Sekil 1. CP ile Caspase-3 etkilesimine bagli molekiiler
docking sonuglari. CP'nin Caspase-3'e yerlestirilmesinin
sonuglari: (a) CP Caspase-3'e yerlestirildikten sonra dondr ve
alict arasindaki etkilesimleri gésteren 3D goriiniim (Cubuk
yapt), (b) CP'nin Caspase-3 ile etkilesimini gdsteren 3D
yakinlagtirilmig gériiniim, (¢) CP'nin Caspase-3'iin amino asit
kalintilariyla etkilesimini gdsteren 2D goriiniim

Bir CP molekiiliiniin Caspase-3'iin baglanma
bolgesine yerlestirilmesinin ardindan, Sekil 1'de
gosterildigi gibi bir CP/Caspase-3 kompleksi elde
edilmistir. Baglanmanin gergeklestigi  bdlgenin
Caspase-3'iin aktif bolgesi oldugu anlagilmistir.
Sekil 1.c, CP ile Caspase-3"iin Arg207'si arasindaki
Conventional  hidrojen bagi etkilesimlerinin
modellenmesini gdsteren bir 2D gdriiniimiini
gostermektedir, boylece bu amino asit kalintisi ile
toplam ti¢ hidrojen bagi olusturmaktadir. Ayrica,
CP ile Caspase-3'iin Ser205'i arasinda bir karbon-
hidrojen bagi bulunurken, CP Arg207 ile bir
unfavorable pozitif-pozitif etkilesim kurmustur.
Ayrica, Tyr204 ve Trp206 ile sirastyla biri Tyr204
ve ikisi Trp206 ile olmak iizere toplam ii¢ Pi-Sigma
etkilesimi meydana gelmistir.

Etkilerin yani sira, CP ve hyperoside'nin Caspase-
3 aktiviteleri tizerindeki etkileri belirlenmis birlikte
degerlendirilmis ve sonuclar1 Sekil 2'de verilmistir.

CP ve hyperoside'nin Caspase-3'e kenetlenmesinin
0zet sonuglar1 Tablo 1'te sunulmustur.

Tablo 1. Siklofosfamid ve hyperoside'nin Caspase-3'e
kenetlenmesinin 6zet sonuglart

Caspase-3
Aktif bolge H-bag AG
kalintilari sayisi (kcal/mol)
Tyr204,

_ ~ Trp20s, 3(2.92,
Siklofosfamid  Arg207*, 2.55, -5.0
Ser205 2.86 A)

. . Tyr204, 3(2.72,
z'ﬁl'o'cgf;zzgéd Trp206, 2.71, -4.8/-8.0
yp Arg207* 3.02 A)

* Conventional hidrojen bagi olusturan bir amino asit
kalintisi

CP ve hyperoside'’nin Caspase-3 aktivitesi
tizerindeki etkileri birlikte uygulama sonucu
molekiiler yerlestirme sonuglari ile degerlendirilmis
ve Sekil 2'de sunulmustur.

Sekil 2. CP+ hyperoside'nin Caspase-3'e kenetlenmesinin
sonuglar1. (@) CP+hyperoside Caspase-3'e kenetlendiginde
CP'nin (sar1 gubuk yapisi) Caspase-3 ile etkilesimini gosteren
3B goriiniim (b) hyperoside (Sar1 ¢ubuk yapis1) Caspase-3'e
kenetlendiginde CP'nin Caspase-3 ile etkilesimini gosteren
3B goriiniim, (c) CP+ hyperoside'nin Caspase-3'iin amino asit
kalintilariyla etkilesimini gdsteren 2B goriinim

CP ve hyperoside'nin birlikte uygulanmasi, CP
icin sistemin AG degerinde 0,2 kcal/mol bir artis
gostermistir (-4,8 kcal/mol). Sekil 2.c, CP ile
Caspase-3'iin  Ser205'i arasinda karbon-hidrojen
bagi etkilesimi meydana gelmezken, CP ile
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Caspase-3 arasinda meydana gelen unfavorable bir
pozitif-pozitif etkilesim ve unfavorable bir bump
etkilesimi ile birlikte Conventional hidrojen
baglanmasini modellemek i¢in 2D bir goriinim
gostermektedir. CP ve Arg207 arasinda olusan ii¢
hidrojen baginin ortalama uzunlugunun CP-
hyperoside/Caspase-3 kompleksinde CP/Caspase-
3'e kiyasla arttigi da ortaya c¢ikmistir (Tablo 1).
Ayrica, CP- hyperoside/Caspase-3 kompleksinde
hyperoside ve Arg207 arasinda biri Conventional
hidrojen bagi, digeri karbon-hidrojen bagi olmak
tizere iki etkilesim meydana gelmistir. hyperoside
ve Arg207 (2,445 A) arasindaki Conventional
hidrojen olusumu CP-Arg207'ninkinden daha
kisaydi (Sekil 2.c).

B. Bax icin in silico sonuclar
CP'nin Bax ile etkilesiminin sonuglar1 Sekil 3'da
verilmistir.

Sekil 3. CP'nin Bax'a kenetlenme sonuglart CP'nin Bax'a
yerlestirilmesinin sonuglart: (a) CP Bax'a yerlestirildikten
sonra dondr ve alic1 arasindaki etkilesimleri gosteren 3D
goriiniim (Cubuk yap1), (b) CP ve Bax arasindaki etkilesimin
3D yakinlastirilmig gériiniimi, (¢) CP'nin Bax'in amino asit
kalintilari ile etkilesimini gosteren 2D goriiniim

Bir CP molekiiliiniin Bax'in baglanma bolgesine
kenetlenmesinin ardindan, Sekil 3'da gosterildigi
gibi bir CP/Bax kompleksi elde ettik. Baglanmanin
gergeklestigi bolgenin Bax'in aktif bolgesi oldugu
belirlendi. Sekil 3.c, CP ile Bax'in sadece bir amino
asit kalintisi, yani Gly39 arasinda meydana gelen

Conventional hidrojen bagi etkilesimlerinin
modellenmesinin 2D gériiniimiinii gostermektedir.

Ayrica, CP ve hyperoside’nin  birlikte
uygulamasina bagli olarak Bax aktiviteleri
iizerindeki etkileri molekiiler docking c¢aligsmalari
yardimiyla analiz edilmis ve sonuglar1 Sekil 4'de
gosterilmistir.

)

Sekil 4. CP+ hyperoside'nin Bax'a yerlestirilme sonuglari.
(a) CP+ hyperoside Bax'a yerlestirildikten sonra CP (Sar1
cubuk yapisi) ve Bax arasindaki etkilesimin 3D goriiniimii (b)
hyperoside (Sar1 gubuk yapisi) Bax'a yerlestirildikten sonra
CP ve Caspase-3 arasinda meydana gelen etkilesimi gosteren
3D yakinlastirilmig goriiniim, (¢) CP+ hyperoside'nin Bax'in
amino asit kalintilar1 ile 2D baglanma modu goriiniimii

CP ve hyperoside'nin Bax'a kenetlenmesinin 6zet
sonuglar1 Tablo 2'te sunulmustur.

Tablo 2. Siklofosfamid ve hyperoside'nin Bax'a
kenetlenmesinin 6zet sonuglari

Bax
Aktif bolge - AG
kalintilar H-bag sayist 'kcal/mol)
Siklofosfamid Gly39” Bir (2.77 A) -4.6
Siklofosfamid Gly39", Bes (2.28, -4.6/-6.1
& hyperoside Argl34, 2.72, Ug
Glu44, (2.39, 2.32,
Ala46, 2.79 A)

* Conventional hidrojen bagi olusturan bir amino asit
kalintist

725



Ote yandan, CP ve hyperoside'nin birlikte
uygulanmasiyla ortaya ¢iktigi gibi, CP/Bax
kompleksinin negatif baglanma enerjisinde (-4,6
kcal/mol) baska bir degisiklik gozlenmemistir
(Tablo 2). Sekil 4.c'de oldugu gibi, Sekil 4.c de CP
ile Bax'in Gly39 amino asit kalintis1 arasindaki
Conventional  hidrojen  bag1  etkilesiminin
modellenmesinin 2D goriinimiinii gostermektedir.
Buna ek olarak, CP ve hyperoside'nin Bax'a
eszamanli olarak yerlestirilmesi, CP-hyperoside
/Bax kompleksinde Gly39 ve CP arasinda olusan
hidrojen bagi uzunlugunun, CP/Bax kompleksinde
Gly39 ve CP arasinda olusan hidrojen bagi
uzunluguna  kiyasla  2,77A'den  2,79A'ye
yiikseldigini ortaya koymustur (Tablo 2). Benzer
sekilde, CP/hyperoside-Bax kompleksinde Ala24
ile hyperoside arasinda bir Pi-Alkil etkilesimi
meydana gelirken, hyperoside ile Ala46, Glu44 ve
Argl34 amino asit kalintilar1 arasinda dort
Conventional hidrojen bagi etkilesimi meydana
gelmistir. Bununla birlikte, CP/hyperoside-Bax
kompleksinin AG degeri hyperoside i¢in CP'ye gore
daha diisiik bulunmustur (Tablo 2).

C. Bcl-2 i¢in in silico sonuglar
CP'nin Bcl-2 ile etkilesiminin sonuglart Sekil
5'de verilmistir.

Sekil 5. CPnin Bcl-2'ye kenetlenmesinin sonuglari.
CP'nin Bcl-2'ye yerlestirilmesinin sonuglari: (a) CP Bcl-2'ye
yerlestirildikten sonra dondr ve alici arasindaki etkilesimleri

gosteren 3D goriiniim (Cubuk yap1), (b) CP ve Bcl-2
arasindaki etkilesimin 3D yakinlagtirilmig goriiniimii, (c)
CP'nin Bcl-2'nin amino asit kalintilar ile etkilesimini
gosteren 2D goriiniim

Bir CP molekiiliiniin Bcl-2 baglanma bolgesine
yerlestirilmesinin ardindan, Sekil 5'de gosterildigi
gibi  bir CP/Bcl-2 kompleksi elde ettik.
Baglanmanin gergeklestigi bolgenin Bcel-2'nin aktif
bolgesi oldugu ortaya c¢ikti. Sekil 5.c'deki 2D
goriiniime gore, CP ile Bcl-2'nin artik amino asitleri
arasinda Conventional hidrojen bagi etkilesimleri
meydana gelmedi; ancak CP ile Bcl-2'nin amino asit
kalintilar1 (Phel09, Alal46) arasinda karbon-
hidrojen bagi etkilesimleri meydana geldi.

Molekiiler kenetlenme c¢aligmalar1 sayesinde, CP
ve hyperoside'nin birlikte uygulamasina bagl
olarak Bcl-2 aktiviteleri iizerindeki etkileri
belirlenmis ve 1ilgili sonuglar Sekil 6'da
sunulmustur.

Sekil 6. CP+ hyperoside'nin Bcl-2'ye yerlestirilmesinin
sonuglari: (a) CP+ hyperoside Bcl-2'ye yerlestirildikten sonra
CP (Sar1 cubuk yapisi) ve Bel-2 arasindaki etkilesimin 3D
goriinimii (b) hyperoside (Cubuk yapisi) Bel-2'ye
yerlestirildikten sonra CP ve Bcl-2 arasindaki etkilesimin 3D
yakinlastirilmis goriiniimii, (c) CP+ hyperoside'nin (Sadece
CP i¢in sar1 gubuk yapis1) Bel-2'nin amino asit kalintilart ile
etkilesimini gosteren 2D goriiniim

CP ve hyperoside'nin Bcl-2'ye kenetlenmesinin
Ozet sonuglar1 Tablo 3'te sunulmustur. CP ve
hyperoside'nin birlikte uygulanmasi CP i¢in negatif
baglanma enerjisinde (-5,0 kcal/mol) herhangi bir
degisiklik gostermemistir (Tablo 3). Sekil 6.c'de CP
ile Bcl-2'nin Phel09, Alal46 amino asit kalintilar
arasinda meydana gelen karbon-hidrojen bag:
etkilesimlerinin modellenmesinin 2D goriiniimiinii
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gostermektedir. Ote yandan, CP ve hyperoside'nin
Bcl-2'ye  eszamanli  olarak  yerlestirilmesi,
hyperoside ve Bcl-2 arasinda ii¢ yeni Conventional
hidrojen bag1 olustugunu ortaya koymustur (Tablo
3).

Tablo 3. Siklofosfamid ve hyperoside'nin Bcl-2'ye
kenetlenmesinin 6zet sonuglari

Bcl-2
Q:g:: H-bag sayisi AG
kalintilar (kcal/mol)
Hidrojen bag1
olugmadi ancak
Alald6 iki karbon-
Siklofosfamid ~ Tyr1os, ~ hidrojen 5.0
Phe109, etkilesimi
meydana geldi
CP i¢in higbir
hidrojen bag1
Alal4s, olusmazken,
Phe109 hyperoside igin
Siklofosfamid tig 5.0/-73
& hyperoside  Tyr199, Conventional s
Alad7, hidrojen bag1
Trpl4l etkilesimi
meydana
gelmistir
Ayrica,  Sekil 6.c  CP-hyperoside/Bcl-2

kompleksindeki su etkilesimleri gostermektedir:
Argl34 ve hyperoside arasinda bir Pi-Katyon
etkilesimi, Tyr105 ve hyperoside arasinda iki Pi-Pi
Stacked etkilesim, Phel01 ve hyperoside arasinda
bir Pi-Pi T-shaped etkilesim, Val105 ve hyperoside
arasinda bir Pi-Alkil etkilesimi ve son olarak
Trpl41 ve hyperoside arasinda bir Dondr-Dondr
etkilesimi meydana gelmistir. Bu arada, bu
kompleksin hyperoside ic¢in negatif baglanma
enerjisi degisim degeri CP i¢in hesaplanandan daha
diisiik olmustur (Tablo 3).

IV. TARTISMA

Bu g¢alisma in silico calismalar sayesinde
hyperoside'nin CP  kaynakli apoptoza Kkarsi
koruyucu etkilerinin degerlendirilmesini
amaclamaktadir. CP kaynakli olarak doku hasarina
yonelik literatiir caligmalarinda yapisal bozukluklar,
obstriiksiyon, kanama alanlar1 gibi ciddi hasarlar

raporlanmistir. Suddek ve arkadaglari, CP verilen

siganlarin interalveolar septada hasar ve/veya 6dem,
konjesyon, makrofaj infiltrasyonu ve notrofilik
oldugunu gostermistir [4]. Bir baska ¢alismada CP
verilen siganlarin akciger dokularinin histopatolojik
incelemesinde alveolar hiicre yaralanmalari,
alveolar septa kalinligi, eritrositler ve alveolar
liimende polimorfoniikleer hiicreler rapor edilmistir
[29]. Onceki calismalarda da CP'min karaciger,
bobrek, mesane ve testislerde apoptoza neden
oldugu bildirilmistir [5, 7, 12]. Ancak CP'nin neden
oldugu apoptozis ile ilgili literatiirde herhangi bir
calisma bulunmamaktadir.

Hyperoside, yatistirici, antiseptik, anti-helmintik
ve anti-enflamatuar etkileri sayesinde kullanilan
Hypericaceae familyasina aittir [12]. Ayrica
hyperoside, antioksidan ve anti-apoptotik 6zellikler
gosteren fenolik ve flavonoid bilesikleriyle
bilinmektedir [30]. Hyperoside’nin anti-oksidatif
aktiviteleri, oksidatif stres kaynakli bir¢ok
hastaligin yan etkilerini bastirmaya veya azaltmaya
yardimet olabilir [31]. Deneysel bir ¢alismada, 100
mg/kg Hyperoside’nin CP kaynakli testis hasarini
ve apoptozu iyilestirmede 6nemli basar1 sagladigi
bildirilmistir [12]. Ayrica, Cetik ve arkadaglar1 CP
ile iliskili kardiyotoksisite, Bax ve Caspase-3
ekspresyonlarinin ~ CP+hyperoside ~ Grubunda
azalirken, Bcl-2 ekspresyonlarim1 6nemli Olgiide

artirdigini, bunun da hiicrelerde sadece CP
toksisitesinin  degil aym1 zamanda apoptoz
yogunlugunun da azalmis olmast gerektigini

diistindiirdiigiini bildirmislerdir [32]. Calismamiz,
hyperoside’nin CP kaynakli apoptoza karsi
koruyuculugunun in silico olarak degerlendirilmesi
acisindan literatiirde tiiriiniin ilk 6rnegidir.

CP'nin tek basina ve CP'min hyperoside ile
birlikte Caspase-3 ekspresyonu tizerindeki etkileri,
molekiiler yerlestirme sonuglar1 ile
degerlendirilmistir. Tablo 1'e bakildiginda, CP'nin
Caspase-3'e baglanmasi sayesinde Arg207 ile CP
arasinda ii¢ konvansiyonel hidrojen bagi olustugu
ve negatif baglanma enerjisi (AG) degerinin -5.0
kcal/mol oldugu tespit edilmistir. Ote yandan, in
silico ¢alismalarrmiz  CP  ve  hyperoside
kombinasyonunun CP'nin Caspase-3'in katalitik
amino asit kalintilar1 ile yaptig1r etkilesimlerin
sayisinda da azalmaya neden oldugunu gdstermistir.
Bununla birlikte, hyperoside ilavesi, CP ile Arg207
arasinda olusan T{i¢ hidrojen baginin ortalama
uzunlugunu arttirmanin yani sira CP/Caspase-3
kompleksinin olusumu nedeniyle negatif baglanma
enerjisi degerini -4.8 kcal/mol'e yiikseltmistir.
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Siklofosfamidin birlikte uygulanmasindan sonra
hesaplanan ve proteinin liganda afinitesinin bir
gostergesi olan negatif baglanma enerjisi degerinin
CP'nin tek basmna uygulanmasina kiyasla artmis
olmasi, Caspase-3'in CP'ye afinitesinin de azaldigi
anlamina gelmektedir [18, 20, 26, 33]. Baska bir
deyisle, bu sonuglar Caspase-3 ekspresyonunun
azaldigini diistindiirmektedir.

CP'nin tek basina ve hyperoside ile birlikte
uygulanmasinin  Bax  ekspresyonu iizerindeki
etkileri molekiiler yerlestirme sonuglarimiz goz
ontinde bulundurularak degerlendirildiginde, CP'nin
tek basmma Bax ile sadece bir hidrojen bagi
olustururken, hyperoside ile bes hidrojen bagi
olusturdugu belirlenmistir (Tablo 2). Ayrica CP-
hyperoside/Bax kompleksi olusturuldugunda CP ile
Gly39 arasinda olusan hidrojen bagi uzunlugunun
CP/Bax kompleksine kiyasla arttig1 tespit edilmis,
bu da Bax'in CP'ye olan afinitesinin azalmisg
olabilecegini  disiindiirmiistir.  Ayrica, CP-
hyperoside/Bax kompleksinde hyperoside ve Bax
arasinda dort yeni hidrojen baginin olugsmasi, Bax'in
CP'ye kiyasla hyperoside'ye daha yiiksek bir
afiniteye sahip oldugunu gostermistir. Hesaplanan
negatif baglanma enerjisi degisim degerleri, Tablo
2'de sunuldugu gibi, bu sonuglar1 dogrular
goriinmektedir. CP- hyperoside/Bax kompleksinin
olusumunda, AG degeri hyperoside’nin Bax'a
kenetlenmesi  i¢in  -6,1  kcal/mol  olarak
hesaplanirken, CP'nin Bax'a molekiiler yerlestirme
sonucu igin AG degeri -4,6 kcal/mol olarak
hesaplanmistir. Sonug olarak, CP'nin hyperoside ile
birlikte uygulanmasinin Bax'm  CP'ye olan
afinitesinde bir azalmaya neden olacagr ve
dolayisiyla Bax ekspresyonlarinin azalmasina yol
acacagi seklinde yorumlanabilir.

Hyperoside'nin Bcl-2 ekspresyonlari iizerindeki
etkilerini arastirmak ftizere ydriitilen in silico
calisma sonuclart degerlendirildiginde, Bcl-2'nin
CP'ye olan afinitesinin hyperoside ilavesiyle 6nemli
Ol¢iide azaldigr anlasilmaktadir. Ayrica, CP/Bcl-2
ve CP-  hyperoside/Bcl-2  komplekslerinin
hi¢birinde Bcl-2'nin CP ile Conventional hidrojen
baglar1 olusturmadig1 gozlenmistir. Ote yandan,
hyperoside'nin eklenmesinin ardindan hyperoside
ve Bcl-2'nin katalitik amino asit kalintilar1 arasinda
tic yeni Conventional hidrojen bagi etkilesimi
olustugu da gozlemlenmistir. CP- hyperoside/Bcl-2
kompleksinde hyperoside'nin Bcl-2'ye baglanmasi
nedeniyle elde edilen Gibbs serbest enerji degisim
degeri (AG) CP/Bcl-2 kompleksine gore oldukca

diisiik oldugu gorilmiistiir (-7,3 kcal/mol). Bu ¢ok
diisik baglanma enerjisi degeri ve CP-
hyperoside/Bcl-2 kompleksi igin elde edilen yeni
hidrojen bagi olusumlari, Bcl-2'nin hyperoside'ye
olan afinitesinin CP'ye olan afinitesine kiyasla ¢ok
yiiksek olmasi gerektigini gostermektedir (Tablo 3).
Bu sonuglar hyperoside ve CP’nin in vivo olarak
birlikte uygulandiginda, bu uygulamanin Bcl-2
ekspresyonlar1 iizerinde olumlu bir etkiye neden
olabilecegi anlaminda yorumlanmistir. Sonug
olarak, bu ¢alisma Bcl-2 ekspresyonlarinda CP ile
iliskili artigin hyperoside ilavesiyle dnlenebilecegini
diistindiirmtistiir. Hyperoside’nin deneysel olarak
iretilen c¢esitli doku toksisitelerine karsi koruma
saglamak icin anti-enflamatuar ve anti-apoptotik
yollarla calistig1 literatiirde gosterilmistir [12, 32].
In silico sonuglarimiz ve literatiir calismalar
dikkate = alinarak ~ hyperoside’nin  apoptozu
onleyebilecegi degerlendirilmistir [34].

V. SONUCLAR

In silico sonug¢larimiza dayanarak, hyperoside’nin
CP’nin neden oldugu apoptoza karst koruyucu
etkilerinin ortadan kaldirilmasi igin potansiyel bir
aday olabilecegini diislinliyoruz. Bu c¢alisma
sonuglarimiza dayanarak, hyperosidemin CP ve
benzeri alkilleyici ajanlarin kullanimini gerektiren
kanser hastalari lizerinde klinik uygulama 6ncesinde
daha 1yi1 degerlendirme imkéan1 saglayacagi
distiniilmistir.
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