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OZET

Amag: Obezite diinyada prevalansi hizla artan ve sagligi tehdit eden énemli bir kronik hastaliktir. Flavonoidler
acisindan zengin bazi dogal gidalar obezitenin Onlenmesinde onemli bilesiklerdir. Bu ¢aligmada luteolin,
tangeretin ve kaempferol gibi baz1 flavonoidler ile obezite belirtecleri (Ieptin ve resistin) arasindaki etkilegsimin
aragtirtlmasi amaglanmustir.

Gereg ve Yontemler: Luteolin, tangeretin ve kaempferol baglanma afinitelerini hesaplamak i¢in Autodock Vina
programt kullanildi. Leptin (PDB kodu: 1AX8) ve Resisitin (PDB kodu: 1RFX) proteinlerinin yapist RCSB
Protein Veri Bankasindan alindi. Gorsellestirme islemleri BIOVA Discovery Studio Visualizer programi
kullanilarak gerceklestirildi.

Bulgular: Bu caligmada, luteolin, tangeretin ve kaempferoliin leptin ve resistin ile diigiik baglanma enerjisiyle
etkilesime girdigi tespit edildi. Leptin proteini ile luteolin, tangeretin ve kaempferoliin sirayla -6,3, -5,9 ve -6.1
kcal/mol baglanma enerjileri ile etkilesim kurdugu tespit edildi. Resistin proteini ile ise -6,4, -6,5 ve -6,5 kcal/mol
baglanma enerjileri ile etkilesim kurdugu belirlendi.

Sonug: Bu ¢alismada, obezite proteinleri ile etkilesime giren bilesiklerin baglanma afinitesi ve etkilesim tipleri
gosterilmistir. Luteolin, tangeretin ve kaempferoliin leptin ve resistin ile diisiikk baglanma enerjisiyle etkilesime
girmesi, bu bilesiklerin obezite proteinlerinin bir inhibitérii olma potansiyelini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Luteolin, tangeretin, kaempferoliin, obezite, molekiiler docking
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INVESTIGATION OF THE INTERACTIONS OF SOME FLAVONOIDS WITH
LEPTIN AND RESISTIN PROTEINS BY MOLECULAR DOCKING METHOD

ABSTRACT

Aim: Obesity is an important chronic disease whose prevalence is rapidly increasing in the world and threatens
health. Some natural foods rich in flavonoids are important compounds in preventing obesity. This study aimed to
investigate the interaction between some flavonoids such as luteolin, tangeretin and kaempferol and obesity
markers (leptin and resistin).

Material and Methods: Autodock Vina program was used to calculate the binding affinities of luteolin, tangeretin
and kaempferol. The structure of Leptin (PDB code: 1AX8) and Resistin (PDB code: 1RFX) proteins were taken
from the RCSB Protein Data Bank. Visualization processes were carried out using the BIOVA Discovery Studio
Visualizer program.

Results: In this study, luteolin, tangeretin and kaempferol were found to interact with leptin and resistin with low
binding energy. It was determined that leptin protein and luteolin, tangeretin and kaempferol interact with binding
energies of -6.3, -5.9 and -6.1 kcal/mol, respectively. It was determined that it interacted with resistin protein with
binding energies of -6.4, -6.5 and -6.5 kcal/mol.

Conclusion: In this study, the binding affinity and interaction types of compounds interacting with obesity proteins
were demonstrated. Luteolin, tangeretin, and kaempferol interact with leptin and resistin with low binding energy,
indicating the potential of these compounds as an inhibitor of obesity proteins.

Key Words: Luteolin, tangeretin, kaempferol, obesity, molecular docking

1. GIRIS

Obezite diinyada prevalansi hizla artan ve sagligi tehdit eden 6nemli bir kronik
hastaliktir. Obezitenin Ozellikleri arasinda viicuttaki yag dokusu ve organlarinda asir1 yag
birikimi, plazma lipit seviyelerinde 6nemli bir artis, glisemi, yiiksek kan basinci, yiiksek
trigliserit diizeyi ve inflamasyon yer alir. Asir1 viicut agirhgi basta tip 2 diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar, yaglanan karacigere bagl hastaliklarin ve bazi kanser tiirleri olmak

tizere pek ¢ok kronik hastaligin riskini artirir (1-4).

Leptin, Lepob geni tarafindan kodlanan bir peptit hormonudur. Beyaz yag dokusunda
sentezlenen leptin, yag dokusu kiitlesinin homeostatik kontroliinde, gida alimin1 ve enerji
harcamasini diizenleyen negatif geri besleme dongiistinde afferent bir sinyal olarak gorev yapar
(5, 6). Son yillarda yapilan galismalar, leptinin viicut agirligi kontroliiniin yani sira iireme,
glikoz homeostazisi, hematopoez ve bagisiklik fonksiyonu gibi bir¢ok fizyolojik goérevinin
oldugunu gostermistir (7, 8, 9). Leptinin fizyolojik etkilerinin belirlenmesi, obezite ve tip 2
diyabet gibi hastaliklarin patofizyolojisinin yani sira bunlarin 6nlenmesi ve tedavisinin daha iyi

anlasilmasi acisindan kritik 6neme sahiptir.
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Resistin adipoz dokudan salgilanan kiiglik bir salgi proteinidir. Resistin, dolasim
sisteminde bol miktarda bulunur ve sistein agisindan zengindir. Bu hormon insiilin etkisine
direng gosterir ve kemirgenlerde glukoz homeostazisini bozar (10). Bu fizyolojik durum tip 2
diyabetin gelismesine yol acar. Yapilan ¢alismalarda hem yiiksek yagli diyetle indiiklenen hem
de genetik obez farelerin serumda yiiksek resistin seviyesi Ol¢tilmiistiir (11). Ayrica insanlardan
elde edilen resistininin, makrofajlar ve vaskiiler hiicrelerde inflamasyonun etkisini diigiirdiigii

ve inflamatuar diizenleyici 6zelliklerinin oldugu bildirilmistir (12, 13).

Bitkilerin sekonder metabolitleri olan flavonoidler, yaygin olarak ciceklerde,
meyvelerde, cayda, balda ve sarapta bulunmaktadir. Son yillarda flavonoidler ¢esitli nutrasotik,
farmasoétik, tibbi ve kozmetik uygulamalarda kullanilmaktadir (14). Ayrica flavonoidlerin
antioksidan, anti-inflamatuar ve antimikrobiyal etkilerinin oldugu belirlenmistir (15, 16, 17).
Son yillarda flavonoidlerin obezitenin tedavisi ve dnlenmesi i¢in umut verici bilesikler oldugu
ileri stirlilmiistiir. Cok sayida calisma flavonoidlerin obeziteyi ve buna bagli metabolik

bozukluklari etkili bir sekilde 6nleyebildigini gostermistir (18, 19, 20).

Son yillarda, molekiiler kenetlenme yontemini kullanan in silico ¢aligmalari, yeni ilag
tasarlamak i¢in kullanilan popiiler bir tekniktir. Bu teknik, hedef proteinlerde olusan c¢esitli
ligand konformasyonlarindan olusan ligand ve makromolekiiller arasindaki en iyi bag
ciftlerinin belirlenmesine dayanmaktadir. Ayrica molekiiler kenetleme c¢alismalari, aktif
bilesiklerin obezite proteini inhibitdr ajanlari olarak etki mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasina
yardimce1 olan 6nemli bir yontemdir (21, 22). Bu nedenle, bu ¢alismada luteolin, tangeretin ve
kaempferol ile obezite belirtegleri (leptin ve resistin) arasindaki etkilesimin arastirilmasi

amacladi.
2. YONTEM VE GERECLER

Luteolin, tangeretin ve kaempferol baglanma afinitelerini hesaplamak icin Autodock
Vina (23) programi kullanildi. Leptin (PDB kodu: 1AX8) (24) ve Resisitin (PDB kodu: 1RFX)
(25) proteinlerinin yapist RCSB Protein Veri Bankasindan (https://www. rcsb.org) alindi.
Molekiiler kenetlenme caligmalarindan 6nce protein yapisindan su molekiilleri ¢ikarildi, polar
hidrojenler ve Kollman ytikleri eklendi. Otomatik olarak her ligand molekiiliiniin kokii tespit
edildi ve burulmalar se¢ildi. Ligandin burulmalarinin dénmesine izin verildi ve segilen
kalintilar test edildi. Proteinlerin aktif bolgesindeki amino asitler, BIOVA Discovery Studio
Visualizer 2021 (26) programi kullanilarak belirlendi. Gorsellestirme islemleri BIOVA
Discovery Studio Visualizer 2021 programi kullanilarak gerceklestirildi. Molekiiler docking
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caligmalar1 sonucu, ligand-protein baglanma enerjileri, ligand-protein arasinda olusabilecek

hidrojen bag bolgeleri, bag uzunluklari ve sayilari tespit edildi.
3. BULGULAR

Luteolin, tangeretin ve kaempferoliin resistin proteini ile etkilesiminin molekiiler docking

yontemi ile incelenmesi

Bu c¢alismada, Luteolin, tangeretin ve kaempferoliin resistin ile diisik baglanma
enerjisiyle etkilesime girdigi tespit edildi. Luteolinin resistin proteini ile baglanma enerjisi -6.4
kcal/mol olarak hesaplandi. Resistin ile luteolin arasinda hidrojen bagi, karbon hidrojen bagi,
n- 7 (t seklinde) ve m-alkil etkilesimlerinin oldugu tespit edildi (Tablo 1). Yapilan ¢alismada
luteolinin GLU243, TRP238, ASP239, TRP166 ve ALA168 amino asitleri ile etkilesim
kurdugu belirlendi (Sekil 1).

Pi-Pi Hidrojen Bag

PiAlkil Karbon Hidrojen Bag

(b)

Sekil 1. Luteolinin restin proteinin aktif bolgesine baglanmasi (a), Luteolinin restin proteini ile
etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi (b)

Tangeretin ile resistin arasindaki baglanma enerjisi -6.5 kcal/mol olarak hesaplanda.
Tangeretin ile resistin arasinda hidrojen bagi, karbon hidrojen bagi, n- amid, alkil ve m-alkil
etkilesimlerinin oldugu tespit edildi (Tablo 1). Molekiiler kenetlenme caligsmalarinin
sonuglarina gore tangeretinin LEU263, GLY223, ILE115, GLU242, THR224, LEU263,
LEUI117, LYS262, ALA225, LYS244 amino asitleri ile farkli uzunluklarda bag kurduklari
tespit edildi (Tablo 1 ve Sekil 2). Yapilan caligmada, kaempferol ile resistin proteini arasinda

-6.5 kcal/mol baglanma enerjisi oldugu tespit edildi. Ayrica kaempferol ile resistin proteini
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arasinda hidrojen bagi, karbon hidrojen bagi, n-alkil ve n-  etkilesimlerinin oldugu belirlendi.
Bu ¢alismada, kaempferol ile ILE240, TRP238, ASP239, ALA168 ve TRP166 amino asitleri
arasinda etkilesimlerin oldugu belirlendi (Tablo 1 ve Sekil 3).

‘ Pi - Sigma Pi - Donér Hidrojen Bagi
Pi Alkil Karbon Hidrojen Bag1
Alldl
(@) (b)

Sekil 2. Tangeretinin restin proteinin aktif bolgesine baglanmasi (a), tangeretinin restin proteini
ile etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi (b)

ARG
B:170
= ASP
ILE C:239
C:240
. THR
3 B:121 R
TRP.
€238
.
p SER
B:141
o—
SER \)
B:123
TRP
B:166 ALA GLN
B:168 C:249
Pi-Pi Hidrojen Bagy
Pi Alkil Karbon Hidrojen Bag1

Sekil 3. Kaempferoliin restin proteinin aktif bolgesine baglanmasi (a), kaempferoliin restin
proteini ile etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi (b)

Luteolin, tangeretin ve kaempferoliin leptin ile etkilesiminin molekiiler docking yontemi

ile incelenmesi
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Bu ¢alismada, leptin ile luteolin, tangeretin ve kaempferoliin sirayla -6,3, -5,9 ve -6.1

kcal/mol baglanma enerjileri ile etkilesim kurdugu tespit edildi (Tablo 1). Leptin ile luteolin

arasinda hidrojen bagi, m- anyon ve m-alkil etkilesim tiirlerinin oldugu tespit edildi. Ayrica

luteolinin GLY28, ASP24 ASP119, PRO31 amino asitleri ile bag kurdugu belirlendi (Tablo 2

(a)

ve Sekil 4). Tangeretin ile leptin arasinda ise m-dondr
hidrojen bagi, karbon hidrojen bagi, n- sigma, alkil ve n-
alkil etkilesim tiirlerinin oldugu tespit edildi. Tangeretin ile
GLY28, ASP24, HIS30, PRO27, ILE32, LEU33, PRO31,
ILE32 amino asitleri arasinda bag kuruldugu tespit edildi
(Tablo 1 ve Sekil 5).

Pi-Pi Hidrojen Bag1

Pi Anyon

(b)

Sekil 4. Luteolinin leptin proteinin aktif bolgesine baglanmasi (a), Luteolinin leptin proteini ile
etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi (b)

PRO @ -
A:27 ASP A
:119

‘ Pi - Sigma Pi - Dondr Hidrojen Bag
Pi Alkil Karbon Hidrojen Bag1
Alial
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(@) (b)

Sekil 5. Tangeretinin leptin proteinin aktif bolgesine baglanmasi (a), tangeretinin leptin proteini
ile etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi (b)

Yapilan ¢aligmada, kaempferol ile PHE25, PHE25, PRO27, PRO27 ve ASP119 amino
asitleri arasinda hidrojen bagi, karbon hidrojen bagi, n-alkil ve - anyon etkilesim tiirlerinin

kuruldugu belirlendi (Tablo 2 ve Sekil 6).

ASP
A:24

GLY PHE
A:115 A:25
' PRO
' A:27
GLN ‘f A '
A:118 H
ILE
A A:26
o’ o7
o
GLY
A:28
TRP
A:122 ASP
A:119
PRO
A:31
Pi Alkil Hidrojen Bag1
Pi Anyon Karbon Hidrojen Bagt
(a) (b)

Sekil 6. Kaempferoliin leptin proteinin aktif bolgesine baglanmasi (a), kaempferoliin leptin
proteini ile etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi (b)

4. TARTISMA

Obezite saghigr olumsuz yonde etkileyebilecek diizeyde anormal yag birikimiyle
karakterize edilen 6nemli kronik bir hastaliktir. Obeziteli hasta sayis1 iilkemizde ve diinyada
hergecen giin artmaktadir. Bu hastalik, basta kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, metabolik
iliskili yagh karaciger hastalilar1 gibi bir¢ok hastaliklarla baglantili ve giderek artan ciddi bir
saglik sorunu haline gelmistir. Bu nedenle gidalardaki faydali flavonoidlerin obeziteyle
miicadele yontemlerinde kullanilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada, 6nemli flavonoidler
luteolin, tangeretin ve kaempferoliin obezite ile baglantili oldugu tespit edilmis resistin ve leptin

hormonlari arasindaki etkilesimleri arastirildi.
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Tablo 1. Luteolin, tangeretin ve kaempferoliin resistin proteinin amino asitlerine baglanma enerjileri,

baglanma sekilleri ve bag uzunluklari

Protein | Bilesik | Baglanma Etkilesim Tiirii Amino asit Bag uzunlugu (A)
Enerjisi
(kcal/mol)
Hidrojen Bag1 GLU243, TRP238 3.83,4.10
E= Karbon Hidrojen Bag: ASP239 4.16
S -6.4
5 n- 7 (T seklinde) TRP166 7.85
m-Alkil ALA168 5.82
Hidrojen Bag1 LEU263, GLY223 3.71, 3.57
Karbon Hidrojen Bagi ILE115, GLU242 6.88, 6.19
c
= B - Amid THR224, GLY223 5.19,4.35
k7] > -6.5
3 2 :
04 E Alkil LEU263 4.18
2-Alkil LEU117, LYS262, 5.33,6.94, 4.73,
ALA225, LYS244 3.91
Hidrojen Bag1 ILE240, TRP238 4.21,4.18
g Karbon Hidrojen Bagi ASP239 4.08
= -6.5
= n-Alkil ALA168 5.77
(5
X
n- (T seklinde) TRP166 7.77

Bu caligma, luteolin, tangeretin ve kaempferoliin ile resistin ve leptin arasinda etkilesim
oldugu gosterdi. Yapilan ¢alismada luteolinin, resistin ile en kii¢iik baglanma afinitesine sahip
bilesik oldugu tespit edildi. Leptin ile en kiigiik baglanma afinitesine sahip bilesik ise
tangeretindi. Baglanma enerjisi analizi, bir reaksiyonun kendiligindenligini ve makromolekiil-
ligand etkilesiminin stabilitesini belirlemek icin yapilmaktadir. Hedef protein ve ligand
arasindaki stabil etkilesim, diisiik baglanma enerjileriyle gosterilmektedir. Baglanma enerjisi,
bir bilesigin hedefiyle giiclii kimyasal baglar olusturma yetenegiyle orantilidir. Baglanma
enerjisi degeri ne kadar negatif olursa ligandin hedefi ile etkilesime girme egilimi o kadar

yiiksek olur (27). Yapilan baska bir ¢alismada, Citrus amblycarpa’nin aktif bilesiklerinin Leptin
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ve Resistin Proteinleri iizerindeki etkilesimleri molekiiler kenetlenme calismalar1 ile
belirlenmistir. Elde edilen veriler hesperidin'in tiim C. amblycarpa aktif bilesikleri arasinda en
diisilk baglanma afinitesine sahip oldugunu gostermistir. Sonuglar, hesperidin ile obezite
proteinleri (FTO, leptin ve resistin) arasinda giiglii bir etkilesim oldugunu ortaya koymaktadir
(22). Yapilan baska bir molekiiler kenetlenme c¢alismasinda gallik asitin antidiyabetik
ozellikleri arastirilmistir. Calisma sonunda elde edilen veriler, gallik asitin, 16sin aktivatorii
olarak bircok sestrin amino asit kalintisi ile etkilesimi nedeniyle obezite tedavisinde yararl bir

ajan olabilecegini gostermistir (28).

Tablo 2. Luteolin, tangeretin ve kaempferoliin leptin proteinin amino asitlerine baglanma enerjileri,

baglanma sekilleri ve bag uzunluklari

Protein | Bilesik | Baglanma Etkilesim Tiirii Amino asit Bag uzunlugu
Enerjisi
(kcal/mol) A)
Hidrojen Bagi GLY28, ASP24 3.23, (4.92 ve 5.05)
c
g -6.3 - Anyon ASP119 (5.15 ve 5.60)
>
- -AlKil PRO31 5.99
n-Donér Hidrojen Bagi GLY28 4.59
Karbon Hidrojen Bagi ASP24, HIS30 6.58, (4.98 ve 5.55)
c
- < 5.9 - Sigma PRO27 4.62
= Sy
o c
i e Alkil ILE32, LEU33 (4.45 ve 4.68), 4.12
n-Alkil PRO31, ILE32 (4.54 ve 4.91), 5.68
Hidrojen Bag1 PHE25 4.93
g Karbon Hidrojen Bagi PHE25, PRO27 4.96, 4.33
p=t -6.1
= n-Alkil PRO27 5.27
©
X
7- Anyon ASP119 5.57

Flavonoidler acisindan zengin bazi dogal gidalarin veya ekstraktlarin da cesitli in vivo
ve in vitro modellerde obezite ile dogrudan iliskili oldugu kanitlanmistir (29, 30). Bir flavonoid
olan Luteolin, kereviz, havug, papatya cay1 ve yesil biber gibi meyve ve sebzelerde dnemli
miktarda bulunur. Yapilan bir ¢aligmada, bir grup fare yliksek yagl diyetle beslenmistir.
Yiiksek yagl diyete luteolin eklenmis ve viicut agirligr artisini, gida alimini ile plazma
sitokinlerini 6nemli 6l¢iide azaldig1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda luteolinin yiiksek yagh diyete

ile beslenen farelerin glikoz metabolizmasini iyilestirebildigi belirlenmistir. (31). Yapilan baska
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bir ¢alismada, hayvan modellerinden elde edilen veriler, luteolin'in diyete bagli obeziteyi
baskilayabildigi ve obezite ile iliskili metabolik bozukluklar1 diizenleyebildigi gosterilmistir
(32). Tangeretin narenciye kabugunda yaygin olarak bulunan dogal bir polimetoksile flavondur.
Daha oOnce yapilan caligmalarda Tangeretinin, streptozotosin ile indiiklenen wistar diyabetik
siganlarda glukoz homeostazisinin diizenlenmesinde ve glukoz intoleransinin iyilestirilmesinde
onemli bir rol oynadig1 tespit edilmistir (33). Kaempferol meyve, sebze ve ¢cayda yaygin olarak
bulunan dogal bir flavonoiddir. Kaempferoliin obeziteli farelerde yag dokusu birikimini 6nleme
ozelligine sahip oldugu bildirilmistir (34). Ayrica, diyabetli si¢anlar {izerinde yapilan
caligmalarda insiilin direncini iyilestirebilecegi bildirilmistir (35). Yapilan c¢aligmalar

kaempferoliin obezitede biiyiik bir terapotik potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Bu calismada, obezite proteinleri ile etkilesime giren bilesikler, baglanma afinitesi ve
etkilesim tipi agisindan ¢esitli sonuglar gostermistir. Luteolin, tangeretin ve kaempferoliin
leptin ve resistin ile diisiik baglanma enerjisiyle etkilesime girmesi, bu bilesiklerin obezite
proteinlerinin bir inhibitdrii olma potansiyelini gostermektedir. Flavonoidlerin obeziteyle ilgili
modiile edici etkilerinin ve mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, bu bilesikleri obeziteyi ve
bununla iligkili komorbiditeleri tedavi etmek ve hatta dnlemek i¢in daha iyi kullanmamiza
olanak saglayacaktir. Bu in-silico ¢calismasinin sonuglarint dogrulamak i¢in luteolin, tangeretin
ve kaempferoliin anti-obezite etkileri ile ilgili daha ileri klinik Oncesi arastirmalara ihtiyag

vardir.
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