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Lippia citriodora L. (Limon Otu) Bitkisinin Antikanser
Potansiyelinin /n Silico Yontemlerle Degerlendirilmesi

Evaluation of the Anticancer Potential of Lippia citriodora L. (Lemon Verbena) Using In
Silico Methods

0z

Amag: Akcidger kanseri diinya genelinde en sik teshis
edilen ve mortalitesi en yUksek kanser tirlerinden biridir.
Mevcut tedavilerin saglikli dokular Gzerindeki sitotoksik
etkileri, bitkisel kokenli alternatif ajanlara ilgiyi artirmistir.
Bu ¢alismada Lippia citriodora L. (limon otu) bitkisinin
baslica fitokimyasallarimin ilag adayr olma potansiyeli
tsilico olarak degerlendirilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Limon otu bitkisinde yaygin olarak
bulundugu rapor edilen alti bilesigin (spatulenol,
sitral, geraniol, limonen, ar-kurkumen, neral) yapilar
PubChem'den alinmis; farmakokinetik, ilag benzerligi
ve toksisite parametreleri SwissADME, ADMETlab 3.0
ve ProTox 3.0 ile tahmin edilmistir. ADMET profillerine
gore secilen limonen ve sitral, 53BP1 (PDB ID: 8SW)) ile
Kaspaz-3 (PDB ID: 6X8l) proteinlerine karsi SwissDock
uzerinden AutoDock Vina ile kenetlenmis; etkilesimler
BIOVIA Discovery Studio Visualizer ile analiz edilmistir.

Bulgular: Spatulenol, sitral, geraniol ve neral Lipinski'nin
besli kuralina tam uyum goéstermis; ar-kurkumen logP
degeriyle (5.693) kurali ihlal etmistir. Limonen kurala
uymakla birlikte heteroatom icermemesi nedeniyle
asin lipofilik bir profil sergilemistir. En yiksek baglanma
afinitesi limonen-53BP1 kompleksinde (—6.108 kcal/
mol) elde edilmis; bunu limonen-Kaspaz-3 (-5.026),
sitral-53BP1 (-4.990) ve sitral-Kaspaz-3 (-4.010 kcal/
mol) izlemistir. Limonenin baglanmasi Pi-sigma ve Pi-
alkil etkilesimleriyle saglanirken sitral 53BP1 ile ilave bir
hidrojen bagi kurmustur.

Sonug: Sitral, geraniol ve neralen uygun ADMET profillerini
sergilerken limonen her iki hedefe de en gii¢li baglanmauy:
gostermistir. Limonenin hem 53BP1 hem de kaspaz-3 ile
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cift hedefli etkilesimi, bu molekiilin deneysel antikanser arastirmalari i¢in aday olabilecegini
dustindirmektedir. Bulgular hesaplamali éngériler olup in vitro ve in vivo ¢alismalarla
dogrulanmalidir.

Anahtar Kelimeler: Lippia citriodora, akciger kanseri, molekiler kenetlenme, ADMET,
limonen, 53BP1

ABSTRACT

Objective: Lung cancerisamong the most frequently diagnosed and most lethal malignancies
worldwide. The cytotoxic effects of current therapies on healthy tissues haveincreased interest
in plant-derived alternatives. This study evaluated the potential of the major phytochemicals
of Lippia citriodora L. (lemon verbena) in silico.

Materials and Methods: The structures of six compounds reported to be the highest
proportions in the L. citriodora (spathulenol, citral, geraniol, limonene, ar-curcumene, neral)
were retrieved from PubChem; pharmacokinetic, drug-likeness and toxicity parameters were
predicted with SwissADME, ADMETlab 3.0 and ProTox 3.0. Limonene and citral, selected from
the ADMET profiles, were docked against 53BP1 (PDB ID: 8SW]J) and Caspase-3 (PDB ID:
6X8l) with AutoDock Vina via SwissDock; interactions were analysed with BIOVIA Discovery
Studio Visualizer.

Results: Spathulenol, citral, geraniol and neral fully complied with Lipinski's Rule of Five,
whereas ar-curcumene violated it with a logP of 5.693. Limonene complied but displayed an
excessively lipophilic profile owing to its lack of heteroatoms. The highest binding affinity
was obtained for limonene-53BP1 (—6.108 kcal/mol), followed by limonene-Caspase-3
(-5.026), citral-53BP1 (-4.990) and citral-Caspase-3 (—4.010 kcal/mol). Limonene bound
through Pi-sigma and Pi-alkyl interactions, whereas citral formed an additional hydrogen
bond with 53BP1.

Conclusion: Citral, geraniol and neral showed the most favourable ADMET profiles, while
limonene bound most strongly to both targets. Limonene's dual-target interaction with both
53BP1 and caspase-3 suggests that this molecule could be a candidate for conventional
anticancer research. The findings are computational predictions and require validation by in
vitro and in vivo studies.

Keywords: Lippia citriodora, lung cancer, molecular docking, ADMET, limonene, 53BP1

Journal of PhytoPharmacy | | Volume 2 Issue 3



https://jpp.yeniyuzyil.edu.tr

ARASTIRMA MAKALESI / RESEARCH ARTICLE

Journal of PhytoPharmacy

1. GIRIS

Kanser, bir doku veya organdaki hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasiyla olusan ve metastaz potansiyeli
tasiyan bir hastaliktir. iki yiizden fazla kanser tiirii
bulunmakla birlikte, kanserler genellikle gelistikleri
dokuya gore adlandirilmaktadir [1]. Diinyada en sik
goriilen ve en Oliimciil kanserlerden biri de akciger
kanseridir. Akciger kanseri ¢ogunlukla belirti
vermeden ilerlediginden, vakalara hastaligin ileri
evrelerinde tan1 konulmaktadir. Bu kanser tiiriiniin
gelisiminde genetik yatkinlik, cevresel faktorler ve
yasam tarzi gibi etkenlerin etkilesimi s6z konusudur
[2]. Tedavi yaklasimlari; kemoterapi, immiinoterapi,
radyoterapi, hormonoterapi ve cerrahi tedavi basta
olmak tizere evreye ve histopatolojiye gore farklilik
gostermektedir. Bu yaklasimlarin sagladigi klinik
faydalarin yani sira kanserli hiicrelerle birlikte saglikli
hiicrelerin de zarar gormesine yol agan yan etkilerinin
bulunmasi, arastirmacilar1 farkli tedavi arayiglarina
yoneltmistir [3]. S6z konusu sitotoksik etkilerin en
aza indirilmesi amaciyla son yillarda fitoterapotik
yontemler yogun bi¢imde arastirilmaya baglanmistir.
Yapilan arastirmalarda zencefil, zerdecal ve rezene
gibi bitki ekstraktlarinin kanser tedavisinde kullanilan
ilaclarin sitotoksik etkilerini azalttig1, kemoterapotik
etkinliklerini ise artirdig1 gosterilmistir [4].

Kiiresel Kanser Gozlemevi'nin (GLOBOCAN) 2024
verilerine gore akciger kanseri, yaklagik 2.6 milyon
yeni vaka (%12.8) ile en sik teshis edilen kanser
tiirii olmus; ikinci sirada %11.8'lik insidans oraniyla
meme kanseri yer almistir [5]. Akciger kanserinin
stk goriilmesi ve mortalite oraninin yiiksek olmasi,
bu hastaligi diinya {izerinde en c¢ok arastirilan
kanser tiirlerinden biri haline getirmistir. Akciger
kanseri, kiiclik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak
tizere iki grupta incelenmektedir [6]. KHDAK
ise adenokarsinom, yass1 hiicreli karsinom ve
biiylik hiicreli karsinom olmak iizere ii¢ alt gruba
ayrilmaktadir [7]. Uluslararas1 Kanser Arastirmalar
Ajansi'nin  (IARC) GLOBOCAN  serisine gore
akciger kanseri vakalarinin %80-85't KHDAK olup,
bu vakalarin yaklagik %85'inin diisiik ve orta gelirli
tilkelerde goriildiigii bilinmektedir [6].

Kanser  hiicrelerinin ~ sagkalimi,  kromozom
biitiinliglinii koruyan DNA hasar1 onarim (DDR)

mekanizmalarina olan bagimliliklariyla miimkiin
olmaktadir; bu nedenle DNA hasar1 onarim
yolaklar1 son yillarda kanser tedavisinde umut verici
hedefler haline gelmistir [8]. 53BP1 (TP53-binding
protein 1), adin1 p53 ile etkilesen bir protein olarak
tanimlanmasindan alan, ¢ift sarmali kirik (DSB)
onariminda gorev alan kritik bir diizenleyicidir.
53BP1'in tandem Tudor domain'leri, hasar bolgesi
kromatinindeki dimetil lizin kalintilarim (6zellikle
H4K20me2) taniyarak proteinin kirik bolgesine
cekimini saglar; bu ¢ekim, hasarli DNA uglarinin
asimnmasini (resection) engelleyerek hatali eslenmemis
son ug¢ birlesimi (NHEJ) onarimini destekler
[8,9]. BRCAI fonksiyonunu yitirmis tiimorlerde
53BP1'in baskilanmasi, homolog rekombinasyon
kapasitesini geri kazandirarak PARP inhibitorleriyle
sentetik Olimliiliik yaratmakta; 53BP1 kaybinin
PARP inhibitorii direncini tersine ¢evirdigi de
gosterilmistir [10,11]. Ayrica Tudor domain'inin
kiigiik molekiil ligandlartyla hedeflenebilmesi, bu
proteinin ilaglanabilirligine iliskin kanit sunmaktadir
[11]. Bu nedenle 53BP1 hem DNA onarim siirecini
hem de radyoterapi/kemoterapi ve PARP inhibitorii
duyarliligin1 modiile eden mesru bir antikanser
hedef olarak 6ne ¢ikmaktadir. Hedefin ikinci ayagini
olusturan Kaspaz-3 ise hem ig¢sel (mitokondriyal)
hem digsal (6liim reseptorii) apoptoz yolaklarinda
ortak olarak aktive olan yiiriitiicii kaspazlardan en
onemlisidir; aktive Kaspaz-3, PARP dahil ¢ok sayida
substrat1 pargalayarak apoptozun geri dondiiriilemez
son evresini yirltir [12, 13]. Kaspaz-3'iin katalitik
bolgesini olusturan Cys163-His121 katalitik c¢ifti ile
substrat baglanma bolgesindeki Arg341 gibi kritik
kalintilar, bu siirecin isleyisi agisindan belirleyicidir
[13,14]. Bir dogal bilesigin hem 53BP1 aracili DNA
onarimint hem de Kaspaz-3 aracili apoptozu modiile
edebilmesi, onarim hasar birikimi ile hiicre 6limi
ylriitiilmesini ayni anda hedefleyen c¢ift yonlii bir
antikanser strateji agisindan gekicidir.

Sekonder metabolitler, bitkilerde bulunan biyolojik
acidan aktifdogal bilesiklerdir ve basta eczacilik olmak
iizere tibbi ve biyolojik bilimlerin pek ¢ok alaninda
kullanilmaktadir [15]. Bu metabolitlerin antioksidan,
antibakteriyel, antienflamatuvar, antifungal veantiviral
ozelliklerine yonelik literatiirde ¢ok sayida arastirma
yurltilmektedir [16, 17]. Yiriitilen caligmalarda
baz1 bitki ekstraktlariin antikanser 6zellik tasidigi;
ozellikle pro-apoptotik etki, antiproliferatif 6zellik ve
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hiicre dongiisiiniin uzamasini indiikleme gibi etkilere
sahip oldugu goriilmiistiir [18,19]. Daha 6nce yapilan
bir calismada, Giiney Amerika ve Afrika kokenli
tibbi bitki bilesiklerinin antikanser ila¢ gelistirmede
alternatif kaynak olabilme potansiyeli ortaya
konmustur [20].

Verbenaceae familyasina ait Lippia citriodora
L. (limon otu), Giiney Amerika kokenli olup 17.
yiizyilda Ispanyol ve Portekizli denizciler tarafindan
Avrupa'ya getirilmis, ¢igekli ¢ali formunda bir bitkidir.
Tirkiye'de dogal olarak bulunmamakla birlikte
son yirmi bes yildir Akdeniz ve Ege'deki bazi kiy1
bolgelerinde kiiltiir bitkisi olarak yetistirilmektedir.
Ulkemizde iiretimi zamanla artmasma karsin ig
talebin bir béliimii halen Misir ve iran gibi iilkelerden
ithalat yoluyla karsilanmaktadir [21]. Boyu 1.5-3 m
arasinda degisen bitki, yapraklarinda bulunan ugucu
yag nedeniyle yogun bir limon kokusuna sahiptir ve
genellikle bu kokulu yapraklari i¢in yetistirilmektedir
[18]. Geleneksel tipta anksiyete, uykusuzluk, diyabet,
mide agrisi, bagirsak iltihabi, astim, spazm, ates
ve soguk alginligi gibi durumlarin giderilmesinde
kullanilmaktadir ~ [22-24]. L. citriodora'nin
antiproliferatif, antimikrobiyal ve antiviral 6zelliklere
sahip oldugu oOnceki caligmalarda gosterilmistir.
Kanser tedavisinde onaylanmis dogrudan bir
kullanim1 bulunmamakla birlikte, fenolik bilesikler
ve terpenoidler agisindan olduk¢a zengin olan bu
bitki, igerdigi fitokimyasallar bakimindan énemli bir
potansiyel tasimakta ve kanser tedavileri i¢in aday
olarak degerlendirilmektedir [25].

Ugucu yaginin kimyasal profili GC-MS analizleriyle
ayrintili olarak belgelenmis olan bu bitkide baglica
bilesenler monoterpen ve seskiterpen kokenli
bilesiklerdir [19,23,24,26]. Literatiirde en ylksek
oranlarda bildirilen incelenen bilesikler kimyasal
sinif bakimindan; limonen: siklik monoterpen
hidrokarbonu; sitral: asiklik monoterpenoid aldehit
(geranial/trans ve neral/cis izomerlerinin karigimi);
neral: cis-citral (asiklik monoterpenoid aldehit);
geraniol: asiklik monoterpenoid alkol; spatulenol:
oksijenli seskiterpen ve ar-kurkumen: seskiterpen
hidrokarbonu olarak siiflandirilmaktadir.  S6z
konusu bilesiklerin antimikrobiyal [19], antioksidan
[26] ve antiproliferatif [18,26] aktivitelerinin oldugu
onceki ¢aligmalarda rapor edilmistir.

84 Journal of PhytoPharmacy |

Bu caligmanin amaci, L. citriodora ugucu yaginda
en yliksek oranda bulunan alt1 fitokimyasal bilesigin
farmakokinetik, ila¢ benzerligi ve toksisite profillerini
iic bagimsiz in silico platformda ¢apraz dogrulamali
olarak belirlemek ve bu profillere gore 6ne ¢ikan
bilesiklerin DNA hasar1 onariminda kritik rol oynayan
53BP1 ve apoprKaspaz-3 proteinleriyle molekiiler
diizeydeki etkilesimlerini molekiiler kenetlenme
yontemiyle ortaya koymaktir. Bodylece deneysel
calismalara temel olusturabilecek erken asama
bir hesaplamali oncelik siralamasi elde edilmesi
hedeflenmistir.

2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Bilesiklerin Secimi ve Yapisal Verilerin Elde
Edilmesi

Calismaya, literatiirde L. citriodora ugucu yaginin
baslica bilesenleri olarak bildirilen alt1 fitokimyasal
(spatulenol CID: 92231, sitral CID: 638011, geraniol
CID: 637566 limonen CID: 22311, ar-kurkumen
CID: 92139 ve neral CID: 643779) dahil edilmistir.
Bu bilesikler; bitkinin ugucu yag bilesimini GC-MS
ile bildiren onceki calismalarda baslica bilesenler
arasinda rapor edilenlerden, birden fazla bagimsiz
yayinda tekrarlanan varliklart dikkate alinarak
secilmistir. Nitekim Yunanistan [26], Portekiz [23],
Fransa [24] ve Meksika [19] kokenli 6rneklerde neral,
geranial, geraniol, limonen ve spatulenol ugucu yagin
baskin bilesenleri olarak belirlenmis; ar-kurkumen de
Oonemli oranlarda saptanmistir. Se¢im kriteri olarak,
bir bilesigin en az iki bagimsiz GC-MS yayininda
ucucu yagin baglica bilesenleri arasinda bildirilmis
olmasi esas alinmistir. Bilesiklere ait iki ve {i¢ boyutlu
konformerler ile kanonik SMILES gosterimleri
PubChem veri tabanindan temin edilmistir [27].

2.2. In Silico ADMET Analizi

Secilen bilesiklerin biyoyararlanim ve ila¢ benzerligi
ozellikleri ADME-Tox (absorpsiyon, dagilim,
metabolizma, eliminasyon ve toksisite) ¢ergcevesinde
degerlendirilmistir. Tek platforma dayali tahminlerde
dogal bilesik iskeletleri i¢in bildirilen sapmalarin
sinirlandirilmas1 amaciyla iic bagimsiz ¢evrimigi
sunucudan yararlanilmis ve elde edilen ciktilar ug
nokta bazinda karsilastirilmistir.
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2.2.1. SwissADME

Fizikokimyasal tanimlayicilarin hesaplanmasi, ilag
benzerligi filtrelerinin uygulanmasi ve medisinal
kimya parametrelerinin  tahmini  SwissADME
sunucusu lizerinden yluriitilmistir [28]. Bu
platformdan Lipinski'nin besli kuralina uygunluk
[29], logP ve logS degerleri, gastrointestinal (GI)
emilim smifi, kan—beyin bariyeri (KBB) gecirgenligi
ve sentetik erisilebilirlik skoru kaydedilmistir.

2.2.2. ADMETIab 3.0

Nicel u¢ nokta ¢iktilarinin elde edilmesi amaciyla
ADMETIlab 3.0 platformundan yararlanilmistir
[30]. Bu platform iizerinden absorpsiyon, dagilim,
metabolizma, eliminasyon ve toksisite parametreleri
ile sitokrom P450 (CYP450) izoformlarina yonelik
inhibisyon olasiliklar1 tahmin edilmistir.

2.2.3. ProTox 3.0

Toksisite profillemesi ProTox 3.0 platformunda
gerceklestirilmistir [31]. Bu asamada bilesiklere
ait LDS50 degerleri, akut toksisite smiflar1 ile
hepatotoksisite, norotoksisite ve karsinojenite ug
noktalarina iligkin siniflandirmalar elde edilmistir.

2.3. Molekiiler Kenetlenme (Docking) Analizi

2.3.1. Hedef proteinlerin secimi ve yapisal hazirligi
Reseptor olarak, DNA hasar1 onariminda gorev aldigi
bilinen 53BP1 proteininin tandem Tudor domain'ini
iceren 8SWJ yapisiPi- ile apoptoz yolaklarinda gorev
alan Kaspaz-3 (PDB ID: 6X8I) proteinleri tercih
edilmigstir. 8SWJ yapisi, 53BP1 Tudor domain'inin
H4K20me2 tanima bolgesini olusturan aromatik
kafes (Trpl1495, Tyr1502, Phel519, Tyrl1523) ve
bu bolgeyle kompleks halinde kristallendirilmis
kii¢iik molekiil ligand (UNC8531) ile ¢oziimlenmis
durumdadir [9,32,33]; hedef se¢iminde bu metil-
lizin baglanma bolgesinin dogrudan ilaglanabilir
olmas1 belirleyici olmustur. S6z konusu protein
yapilart RCSB Protein Data Bank (PDB) veri
tabanindan indirilmistir [32]. Yapilarin simiilasyona
hazirlanmasinda UCSF Chimera yazilimi
kullanilmagstir [34]. Hazirlik agsamasinda, hesaplamay1
etkileyebilecek su molekiilleri, iyonlar ve ko-
kristal ligandlar yapidan uzaklastirilmis; ardindan
molekiiller aras1 etkilesimlerin hesaplanabilmesi i¢in
polar hidrojen atomlar1 eklenerek uygun elektrostatik
yuk dagilimi saglanmaistir.

2.3.2. Ligand se¢imi ve geometrik optimizasyon
Ligand olarak, ADMET c¢iktilar1 bakimindan
spektrumun iki ucunu temsil eden limonen
(PubChem CID: 22311) ve sitral (PubChem CID:
638011) belirlenmistir. Molekiillerin iic boyutlu
yapilart PubChem veri tabanindan indirilmis, dosya
format1 donlisiimii Open Babel ile gerceklestirilmis
[35] ve yapilar Avogadro yaziliminda geometrik
olarak optimize edilerek stabilize edilmistir [36]. Bu
islemle, ligandlarin protein cebine baglanma sirasinda
sergileyecegi yonelimin daha isabetli bigimde
Ongoriilmesi amacglanmistir.

2.3.3. Kenetlenme simiilasyonu

Baglanma afinitelerinin hesaplanmasinda, SwissDock
sunucusu [38] tizerinden c¢alistirilan AutoDock
Vina algoritmasi kullanilmistir [39]. Simiilasyonlar,
UniProt veri tabani taramasi sonucunda belirlenen
aktif bolgeleri kapsayacak bi¢imde tanimlanan grid
box koordinatlar1 ile yiiriitiilmistir [40]; merkez
koordinatlar1 53BP1 i¢in metil-lizin baglanma
bolgesini  kapsayacak  bigimde  25.0/1.5/32.0,
Kaspaz-3 ic¢in katalitik Cys163-His121 c¢iftini ve
substrat baglanma bolgesindeki Arg341 kalintisini
icerecek bicimde —1.0/14.0/—28.0 olarak ayarlanmistir
[9,13,14].

2.3.4. Etkilesim analizi ve gorsellestirme
Simiilasyonlardan elde edilen veriler ve atomik
diizeydeki bag profilleri BIOVIA Discovery
Studio Visualizer programinda incelenmistir [41].
Kompleksler arasinda kurulan etkilesim tipleri iki
boyutlu diyagramlar {izerinden simiflandirilmas;
ligandlarin spesifik amino asit kalintilar1 (rezidii) ile
kurdugu temas noktalar1 ve bu temaslara ait mesafeler
kaydedilmistir.

2.4. Istatistiksel Degerlendirme

Calisma tiimiiyle hesaplamali (in silico) bir tasarima
dayandigindan deneysel grup olusturulmamis ve
gruplar aras1 karsilastirmaya dayali bir p degeri
hesaplanmamuistir; bu nedenle tanimlayict istatistik
Ol¢iilerinin Gtesine gecen cikarimsal bir istatistiksel
yontem uygulanmamustir. Raporlanan degerler, ilgili
platformlarin deterministik hesaplamalarindan veya
makine 0grenmesi tabanli olasilik ¢iktilarindan elde
edilmistir. Ongoriilerin giivenilirligi, her bilesigin {i¢
bagimsiz platformda degerlendirilmesi ve platformlar
arasindaki uyum ile uyumsuzluklarin ayr1 ayr
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raporlanmasi yoluyla ele alinmistir. Toksisite olasilik
skorlarinda smiflandirma Olgiitii olarak ¢alisilan
programlarin 6nerdigi 0.5 esik degeri esas alinmistir.

3. BULGULAR
3.1. ADMET Bulgular

3.1.1. Fizikokimyasal ozellikler ve ila¢ benzerligi

Incelenen  alt1  bilesige ait fizikokimyasal
tamimlayicilar ve ilagc benzerligi degerlendirmesi
Tablo 1'de sunulmustur. Molekiiler agirliklar 136.13
g/mol (limonen) ile 220.35 g/mol (spatulenol)
arasinda hesaplanmis; tiim bilesiklerde Lipinski'nin
besli kuralinda tanimlanan 500 Da siirinin altinda
kalindig1 gortilmustiir. Topolojik polar yiizey alani
(TPSA) degerleri 0 A> (limonen ve ar-kurkumen)

ile 20.23 AZ? (spatulenol ve geraniol) araliginda
bulunmustur. TPSA, hidrojen bagi dondr ve akseptor
sayilari ile dondiirtilebilir bag sayilar1 bakimindan iki
platform arasinda farklilik saptanmamustur.

logP degerleri bakimindan bilesikler arasinda belirgin
bir dagilim gozlenmistir. Neral icin 2.76-3.247,
sitral i¢in 3.03-3.284, geraniol i¢in 3.428-3.56 ve
spatulenol i¢in 3.39-3.696 araliklar1 kaydedilmistir.
Limonen i¢in 3.53-4.541, ar-kurkumen igin ise
5.20-5.693 degerleri elde edilmis; ar-kurkumende
logP < 5 oOlgiitiiniin asildig1 ve tek kural ihlalinin
bu parametreden kaynaklandigi belirlenmistir.
Sentetik erisilebilirlik skorlar1 2.31 ile 4.00 arasinda
degismistir.  Yapisinda heteroatom bulunmayan
limonen ve ar-kurkumen, SwissADME tarafindan
diisiik GI emilim sinifina yerlestirilmistir.

Tablo 1. Bilesiklerin fizikokimyasal parametreleri ve ilag benzerligi

3.1.2. Farmakokinetik,
parametreleri

Bilesiklere ait emilim, dagilim ve toksisite ongoriileri
Tablo 2'de 6zetlenmistir. Spatulenol, sitral, geraniol ve
neral i¢in SwissADME tarafindan yiiksek Gi emilimi
Ongoriilmiis; limonen ve ar-kurkumen ise diisiik
emilim smifinda degerlendirilmistir. Ar-kurkumen
disindaki tiim bilesikler i¢in KBB gecirgenligi pozitif
olarak bildirilmistir.

dagilim ve ftoksisite

86

Hepatotoksisite olasiliklart 0.401 (limonen) ile
0.681 (geraniol), norotoksisite olasiliklart ise 0.432
(spatulenol) ile 0.689 (ar-kurkumen) araliginda
hesaplanmistir. ProTox 3.0 platformunda séz konusu
u¢ noktalar, limonenin nérotoksisitesi disinda inaktif
olarak siniflandirilmisti.  CYP2C9  inhibisyonu
bakimindan platformlar arasinda niteliksel bir
uyumsuzluk saptanmistir: spatulenol, sitral ve geraniol
ProTox 3.0 tarafindan aktif olarak bildirilirken, ayni
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uc nokta icin ADMET]ab 3.0 tarafindan hesaplanan olasiliklar 0.010-0.141 araliginda, yani 0.5 esik degerinin

belirgin bigimde altinda kalmistir.

Tablo 2.Bilesiklerin farmakokinetik ve toksisite parametreleri

3.2. Molekiiler Kenetlenme Bulgulart

ADMET ¢iktilar1 dogrultusunda secilen limonen
ve sitral molekiillerinin 53BP1 ve Kaspaz-3
proteinleriyle kenetlenmesinden elde edilen baglanma
serbest enerjileri Tablo 3'te, etkilesim tipleri ile

temas kurulan rezidiiler Tablo 4'te verilmistir. Her iki
hedef proteinde de limonen igin sitrale kiyasla daha
negatif AG degerleri kaydedilmistir. Incelenen dort
kompleks i¢inde en diisiik baglanma serbest enerjisi
limonen—53BP1 kompleksinde (—6.108 kcal/mol)
elde edilmistir.

Tablo 3. Kenetlenme analizinden elde edilen baglanma afiniteleri (kcal/mol)
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| Journal of PhytoPharmacy



https://jpp.yeniyuzyil.edu.tr

Journal of PhytoPharmacy

ARASTIRMA MAKALESI / RESEARCH ARTICLE

3.2.1. Limonen molekiiliiniin etkilesim profili

Limonenin 53BP1 ve Kaspaz-3 ile olusturdugu
komplekslerde ~ baglanma  serbest  enerjileri
sirastyla  —6.108 kcal/mol ve —5.026 kcal/mol
olarak hesaplanmistir. iki boyutlu etkilesim
diyagramlarinda, 53BP1 kompleksinde tirozin (TYR)
ve triptofan (TRP) rezidiileri iizerinden Pi-sigma ve
Pi-alkil baglar1 saptanmistir. TYR A:1502 ile 3.81
ve 3.71 A mesafelerde Pi-sigma, TYR A:1523 ile
5.03 A mesafede Pi-alkil, TRP A:1495 ile 4.11 ve
5.07 A mesafelerde Pi-alkil baglar1 kaydedilmistir.
Dikkat ¢ekici bicimde bu ii¢ kalinti, 53BP1 Tudor
domain'inin H4K20me2'yi tantyan aromatik kafesinin

(Trp1495-Tyr1502-Phe1519-Tyr1523) pargasidir
[9-35]; limonenin baglanma bolgesinin kafesle
biiylik ol¢iide cakismasi, bilesigin dogal metil-lizin
tanimasina rakip olabilecegine iliskin bir olasilik
sunmaktadir. Kaspaz-3 kompleksinde ise fenilalanin
(PHE), triptofan ve tirozin rezidiileri {izerinden Pi-
alkil baglar1 belirlenmis; PHE A:256 ile 4.04 ve 4.11
A, TYR A:204 ile 4.45 ve 5.38 A, TRP A:206 ile
3.73 A mesafelerde temas tespit edilmistir (Sekil 1).
Kaspaz-3 ile etkilesime giren bu kalintilarin katalitik
Cys163-His121 ciftini ve Arg341 kalintisin1 igeren
substrat baglanma bolgesinde yer almasi, ligand
baglanmasinin enzimin aktif bolgesiyle g¢akistigini
gostermektedir [13,14].

$Sekil 1. Limonen molekilinin Kaspaz-3 (a, b) ve 53BP1 (c,_ d) proteinleriyle kurdugu
etkilesimlerin iki boyutlu (a, ¢) ve ¢ boyutlu (b, d) gosterimi. Iki boyutlu diyagramlarda
etkilesime giren amino asit kalintilari ve temas mesafeleri (A) belirtiimistir.

3.2.2. Sitral molekiiliiniin etkilesim profili

Sitralin 53BP1 ve Kaspaz-3 ile olusturdugu
komplekslerde baglanma serbest enerjileri sirasiyla
—4.990 kcal/mol ve —4.010 kcal/mol olarak
hesaplanmistir. 53BP1  kompleksinde asparajin
(ASN), fenilalanin (PHE), triptofan (TRP) ve tirozin
(TYR) rezidiileri iizerinden hidrojen bagi, Pi-alkil ve
Pi-sigma etkilesimleri belirlenmistir. ASN A:1498 ile

88 Journal of PhytoPharmacy | | Volume 2 Issue 3

2.74 A mesafede konvansiyonel hidrojen bagi, PHE
A:1519 ile 3.85 A mesafede Pi-alkil, TYR A:1523
ile 3.84 ve 4.60 A mesafelerde Pi-alkil, TYR A:1502
ile 3.81 A mesafede Pi-sigma ve TRP A:1495 ile
4.19, 3.82 ve 3.91 A mesafelerde Pi-sigma baglari
kaydedilmistir. Sitralin temas kurdugu rezidiilerin
de 53BP1'in metil-lizin aromatik kafesi bolgesiyle
biiyiik olclide ¢akistigr goriilmiistiir [35]. Kaspaz-3
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kompleksinde izolosin (ILE) ve 16sin (LEU) rezidiileri tizerinden alkil ve van der Waals etkilesimleri saptanmus;
ILE A:160 ile 4.40 ve 3.81 A, LEU A:136 ile 5.09 A mesafelerde alkil baglar1 belirlenmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Sitralmolekulinlin Kaspaz-3 (a, b) ve (c, d) proteinleriyle kurdugu etkilesimlerin
iki boyutlu (a, c) ve Ug¢ boyutlu (b, d) gosterimi. Iki boyutlu diyagramlarda etkilesime
giren amino asit kalintilari ve temas mesafeleri (A) belirtiimistir.

Tablo 4. Ligandlarin hedef proteinlerle kurdugu etkilesimler

Volume 2 Issue 3 | | Journal of PhytoPharmacy
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4. TARTISMA

Bu c¢alismada L. citriodora bitkisinin baslica
fitokimyasal bilesenlerinin ilag olabilirlik potansiyeli
ADME-Tox kinetigi ¢ergevesinde biitiinsel bir
yaklagimla ele alinmis; 6ne ¢ikan iki bilesigin akciger
kanserinde kritik rol oynayan 53BP1 ve Kaspaz-3
proteinleriyle molekiiler etkilesimleri incelenmistir.
In silico ADMET degerlendirmesi, yeni terapdtik aday
molekiillerin klinik 6ncesi gelistirme basamaklarinda
elenmesini veya one ¢ikarilmasini saglayan en kritik
asamalardan biridir.

Oral yoldan alinabilecek bir ilacin optimum
farmakokinetik  davranig  sergileyebilmesi igin
Lipinski'nin besli kuralina uyum saglamasi beklenir.
Incelenen grupta spatulenol, sitral, geraniol ve neral
tim fizikokimyasal parametreleriyle bu kurallara
uyum gostermis; bu durum séz konusu molekiillerin
ideal oral ila¢ adayr potansiyelini desteklemektedir.
Tiim bilesiklerde 21 A?nin altinda kalan TPSA
degerleri, membranlardan pasif difiizyonla emilimin
fizikokimyasal diizeyde desteklendigine isaret
etmektedir. Buna karsin limonen, diisitk molekiiler
agirlign  sayesinde kurali saglamakla birlikte
yapisinda hi¢ heteroatom bulundurmamasi nedeniyle
asir1 lipofilik bir sinira tasginmaktadir; SwissADME
tarafindan bu iki bilesik icin bildirilen diisik Gi
emilim simifi, sulu fizyolojik sivilardaki zayif
¢cozlinlirliiglin oral absorpsiyonu kisitlayabilecegini
diistindiirmektedir. Ar-kurkumen ise logP degeriyle
kuralin 5 smirin1 dogrudan asmakta; bu durum
membrandaki lipid fazina agir1 afinite nedeniyle hiicre
icinde hapsolma ve plazma proteinlerine yiiksek
oranda baglanma egilimini beraberinde getirerek ilag
olma potansiyelini 6nemli 6l¢iide diisiirmektedir. Ar-
kurkumen disindaki tiim bilesikler i¢in Ongdriilen
KBB gegirgenligi ise merkezi sinir sistemine (MSS)
sizma potansiyeline ve olasi norolojik etkilere isaret
etmektedir. Biitiinsel degerlendirmede sitral, geraniol
ve neral; disik toksisite riski, iyi oral emilim
kapasiteleri ve Lipinski kurallarinauyumlarinedeniyle
en yiiksek ila¢ potansiyeline sahip bilesikler olarak
one ¢ikmustir. Spatulenol, uygun bir farmakokinetik
profil sunmakla birlikte yiliksek karaciger hassasiyeti
nedeniyle ikinci derece aday olarak degerlendirilebilir.
Limonen, yiiksek lipofilikligi ve diisiik GI emilimi
nedeniyle lokal wuygulamalarda veya dikkatle
sinirlandirilmis dozlarda ele alinmalidir. Ar-kurkumen
ise ilac olabilirlik potansiyeli en diisiik bilesik olarak
konumlanmaktadir.

Journal of PhytoPharmacy |

Molekiiler kenetlenme sonuglarina gore limonen,
53BP1'desitrale(—4.990kcal/mol)kiyasladahayiiksek
bir baglanma afinitesi (—6.108 kcal/mol) gostermistir.
Dikkat ¢ekici olan, her iki bilesigin de 53BP1 ile
temas kurdugu rezidiilerin (Trp1495, Tyrl1502,
Asn1498, Phel519, Tyrl523) proteinin metil-lizin
aromatik bolgesiyle biiyiik Ol¢iide ¢akismasidir [9].
Bu gozlem, ligandlarin H4K20me2 tanima cebiyle
rekabet edebilecegi yoniindeki hesaplamali 6ngoriiyii
desteklemektedir. Yazarlarin bilgisi dahilinde bu
caligma, limonen ve sitralin 53BP1 Tudor domain'ine
yonelik ilk in silico degerlendirmesidir; bu yoniiyle
literatiire 0zglin bir katki sunmaktadir. Alanin iyi
karakterize edilmis kiiciik molekiil ligandlarindan
UNC2170'nin [12] fragman benzeri yapisina kiyasla,
incelenen terpenoidlerin baglanma bolgesinde daha
genis bir hidrofobik temas agi kurmasi, bu dogal
bilesiklerin 53BP1 baglanmabdlgesi agisindan tagidigi
ilaglanabilirlik potansiyeline isaret etmektedir. Ote
yandan limonenin literatiirde p5S3 (PDB ID: 1YCR)
ile de —4.0 kcal/mol baglanma enerjisiyle etkilesime
girdiginin bildirilmesi [42], molekiiliin DNA hasar1
yanitt diizeyinde ¢oklu hedef potansiyeline sahip
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Incelenen  bilesiklerin  antikanser literatiirdeki
durumu degerlendirildiginde; limonenin akciger
kanseri basta olmak {lizere cok sayida kanser
tirinde deneysel olarak en genis bigimde calislan
bilesik oldugu goriilmektedir. Yu ve arkadaslar
[44], d-limonenin AS549 ve H1299 akciger kanseri
hiicrelerinde proliferasyonu doza ve siireye bagiml
olarak inhibe ettigini, Bax ekspresyonunu artirip
Bcl-2'yi  baskilayarak ve PARP'yi pargalayarak
apoptoz indiikledigini, ayrica otofagiyi harekete
gecirerek ksenograft modelde tiimdr biiyiimesini
baskiladigini gostermistir. Kamran ve arkadaslarinin
[45] derlemesinde de D-limonenin g¢esitli kanser
hiicrelerinde Bcl-2'yi agag1 diizenledigi, p53 ile iliskili
apoptotik diizenegi degistirdigi ve pro-apoptotik Bax
ekspresyonunu artirdig1 bildirilmektedir. Bu deneysel
bulgular, mevcut calismadaki limonen-53BP1 ve
limonen-Kaspaz-3 kenetlenme sonuglariyla biitiinliik
icindedir: limonenin bu hedeflere molekiiler diizeyde
baglanabilmesi, gozlenenantiproliferatifetkilerinolasi
yapisal temellerinden biri olarak degerlendirilebilir.
Sitral ve geraniol de genis bir kanser hiicre panelinde
antiproliferatif ve apoptoz indiikleyici etkileriyle rapor
edilmigtir; sitralin mitokondriyel depolarizasyon,
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kaspaz kaskad aktivasyonu ve MAPK yolag1 aracil
apoptoz indiikledigi, geranioliin ise p53 ve STAT3
modiilasyonu da dahil olmak iizere ¢oklu molekiiler
hedefleri diizenleyerek ¢esitli kanserlerde anti-timor
aktivite sergiledigi gosterilmistir [46]. Buna karsilik
neral'in antikanser literatiirii gorece sinirli olup
cogunlukla sitral karigimi1 baglaminda incelenmistir;
spatulenol ve ar-kurkumenin dogrudan antikanser
etkileri ise yalnizca az sayida ¢alismada ele alinmustir.
Bu durum, s6z konusu bilesiklerin antikanser
potansiyeline iligkin caligmalarin literatiirde bir
bosluk olusturdugunu ve mevcut c¢alismanin bu
eksiklige 6zgiin bir katki sundugunu gostermektedir.
Kaspaz-3 ile yapilan analizlerde de limonen
(—5.026 kcal/mol), sitralden (—4.010 kcal/mol) daha
yliksek afinite gostermistir. Limonenin Kaspaz-3 ile
etkilesime girdigi PHE A:256, TYR A:204 ve TRP
A:206 kalintilarinin katalitik bdolgeyi c¢evreleyen
substrat baglanma bolgesinde yer almasi [13,14],
apoptoz yiriitiictisii lizerindeki olast modiilator
etkiye biyolojik bir baglam kazandirmaktadir. Bera
ve arkadaglar1 [43] tarafindan yiiriitiilen ¢alismada
antikanser bilesiklerin Kaspaz-3 iizerinde —6.2 kcal/
mol gibi daha gii¢lii baglanma enerjileri sergiledigi
ortaya  konmustur;  incelenen  terpenoidlerin
skorlariin bu degerlerin altinda ancak ayni1 biiyiikliik
mertebesinde olmasi, bulgularin literatiirle uyumlu
oldugunu gostermektedir. Sitral molekiilii 53BP1
ile ASN A:1498 iizerinden yonlii bir hidrojen bagi
kurmus; bu tiir yonli etkilesimler, hidrofobik temas
ag1 daha dar olsa bile baglanma 6zgiilligii agisindan
avantaj saglayabilmektedir.

ADMET ve kenetlenme bulgulart  birlikte
degerlendirildiginde, en yiiksek baglanma afinitesi
gbsteren limonen, ayni zamanda GI emilimi en
diisikk ve lipofilikligi en yiiksek bilesiklerden biri
oldugu goriilmiistiir. Buna karsilik en uygun ADMET
profillerine sahip sitral, geraniol ve neral daha zayif
baglanma afiniteleri sergilemektedir. Bu durum,
ilag gelistirmede yalnizca baglanma afinitesine ya
da yalnizca farmakokinetik uygunluga dayanan bir
secimin yamltici olabilecegini gostermektedir. Ote
yandan limonenin 53BP1 (DNA onarimi1) ve Kaspaz-3
(apoptoz yiiriitiilmesi) diizeyindeki ¢ift hedefli
baglanma profili, onarim hasarinin birikmesi ile
hiicre 6liimiiniin tetiklenmesini ayn1 anda hedefleyen
cekici bir strateji sunmaktadir. Limonenin yiiksek
KBB gecis kabiliyeti de goz oOniine alindiginda,

olas1 norofizyolojik etkilesimlerinin ve doza bagh
norotoksik sinirlarinin ileri in vivo toksisite testleriyle
dogrulanmasi1 gerekmektedir. Bilesigin sistemik
biyoyararlanim potansiyelini artirabilmek amaciyla
lokal uygulama veya formiilasyon stratejilerinin
degerlendirilmesi uygun bir yaklasim olabilir.

Bu ¢alismanin bazi sinirliliklart bulunmaktadir. Elde
edilen tiim veriler in silico yontemlere dayandigindan
teorik bir hesaplamali 6ngorii niteligi tagimaktadir.
Molekiiler kenetlenme analizleri proteinleri esas
olarak rijit yapilar kabul etmekte ve hiicre i¢indeki
dogal protein esnekligini veya fizyolojik ortam
kosullarin1 tam olarak yansitmayabilmektedir. Bu
nedenle baglanan molekiillerin protein cebindeki
yapisal kararliliginin zaman i¢inde gézlemlenebilmesi
amaciyla ilerleyen calismalarda molekiiler dinamik
(MD) simiilasyonlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. 53BP1
sonuclarinin yalnizca tandem Tudor domain'ine
dayandigi, proteinin tam boy halindeki diger
diizenleyici bolgelerinin (6r. UDR motifleri, RNF168
bagimli fosforilasyon sitleri) bu analiz kapsaminda
degerlendirilmedigi  unutulmamalidir. Benzer
bicimde ADMET o6ngoriileri, egitim veri kiimeleri
agirlikli olarak sentetik kiiciik molekiillerden olusan
modellere dayandigindan, terpenoid iskeletli dogal
bilesikler i¢in sistematik sapmalar icerebilir; nitekim
CYP2C9 inhibisyonu ve ndrotoksisite u¢ noktalarinda
platformlararasindagdzlenennitelikseluyumsuzluklar
bu sinirliligin somut bir gostergesidir. Limonen ve
sitralin 53BP1 aracili etkilerinin dogrulanabilmesi
amactyla H4K20me?2 rekabetinin in vitro olglilmesi
(6r. yiizey plazmon rezonans veya ELISA tabanl
rekabet deneyleri), Kaspaz-3 aktivasyon Ol¢limleri
ile BRCAI-dis1 kanser hiicrelerinde PARP inhibitorii
kombinasyon ¢alismalar1 6nerilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismada L. citriodora L. bitkisinin
alt1 baglica fitokimyasal bileseni ¢apraz platformlu
ADMET tahmini ve molekiiler kenetlenme
yaklagimlariyla degerlendirilmistir. Sitral, geraniol
ve neral; Lipinski kurallarmma tam uyum, yiiksek
GI emilimi ve kabul edilebilir toksisite profilleriyle
en uygun ilag benzeri Ozellikleri sergilemistir.
Molekiiler kenetlenme analizinde ise limonen,
hem 53BP1 (—6.108 kcal/mol) hem de Kaspaz-3
(—5.026 kcal/mol) proteinlerine sitralden daha giiclii
baglanmis ve apoptoz mekanizmasi iizerinde ¢ift
hedefli etki potansiyeli, bu dogal bilesigin deneysel
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antikanser programlar1 i¢in dncii aday olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu bulgular, neral, spatulenol
ve ar-kurkumen i¢in literatiirde bulunan antikanser
calisma boslugunu doldurmaya yonelik olarak
gelecekte yiiriitiilecek in vitro ve in vivo ¢aligsmalara
temel olusturmaktadir.

CIKAR CATISMASI
Cikar catismasi bulunmamaktadir.

ETIK KURUL ONAYI

Bu caligsma tiimiiyle in silico yontemlerle, kamuya agik
veri tabanlarindan elde edilen molekiiler ve yapisal
veriler kullanilarak yiiriitiilmiistiir. insan veya hayvan
denekleri {izerinde herhangi bir deneysel uygulama
icermediginden etik kurul onay1 gerektirmemektedir.

TESEKKUR VE DESTEK
Yazarlar bu ¢alisma i¢in herhangi bir finansal destek
almamustir.
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