Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi
Cilt 27, Say1 2, 266-272, 2023

Siileyman Demirel University
Journal of Natural and Applied Sciences
Volume 27, Issue 2, 266-272, 2023

DOI: 10.19113 /sdufenbed.1213761

Bromukonazol’ iin Molekiiler Etkilesim Mekanizmasinin DFT ve Molekiiler Kenetlenme
Yéntemleri ile Agiklanmasi

Neslihan KAYA KINAYTURK*!
1Burdur Mehmet AKkif Ersoy Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Nanobilim ve Nanoteknoloji Béliimii, 15030,
Burdur, Tiirkiye

(Alimis / Received: 03.12.2022, Kabul / Accepted: 27.02.2023, Online Yayinlanma / Published Online: 25.08.2023)

Anahtar Kelimeler 0z: insanlar igin yiiksek kanserojen potansiyele sahip olan Bromukonazol fungisitin

Bromukanazol yapisal karakterizasyonunu aydinlatmak i¢in kuantum kimyasal hesaplamalari ve
Egll;/lo LUMO ayrica DNA proteini (PDB ID: 1BNA) ile molekiiler kenetlenme analizi yapildi.

Ligand yapis1 Gaussian09 programinda Yogunluk Fonksiyon Teorisi

(DFT) yontemi, B3LYP fonksiyoneli ve aug-ccpVDZ baz seti ile optimize edildi.
HOMO ve LUMO enerjileri zamana bagh DFT (TD-DFT) yontemi ile hesaplandu.
Protein veri tabanindan 1BNA proteininin kristal yapis1 *.pdb formatinda elde
edildi. Ligandin optimize edilmis geometrisi ile proteinin etkilesimi AutoDock Vina
programinda incelendi. Ligand ve protein arasindaki baglanma afiniteleri,
molekiiler kenetlenme analizi ile hesaplandi. Ayrica ligand-protein arasinda ki
etkilesim bolgeleri belirlenerek molekiler etkilesim mekanizmasi agiklandi.

Molekiiler kenetlenme

Explanation of the Molecular Interaction Mechanism of Bromuconazole by DFT and
Molecular Docking Methods

Keywords Abstract: Quantum chemical calculations as well as molecular docking analysis with
Bromuconazole DNA protein (PDB ID: 1BNA) were performed to elucidate the structural
Eg;[o LUMO characterization of Bromuconazole fungicide, which has high carcinogenic potential

for humans. Ligand structure was optimized in Gaussian09 program with Density
Functional Theory (DFT) method, B3LYP functional and aug-ccpVDZ base set.
HOMO and LUMO energies were calculated by time dependent DFT (TD-DFT)
method. The crystal structure of 1BNA protein was obtained from the protein
database in *.pdb format. The interaction of the protein with the optimized
geometry of the ligand was examined in AutoDock Vina program. Binding energies
between ligand and protein were calculated by molecular docking analysis In
addition, the interaction sites between the ligand-protein were determined and the
molecular interaction mechanism was explained.

Molecular docking

1. Giris

Mantar hastaliklar1 zirai mahsuliin bozulmasinin ana
nedenlerinden birisidir. Mahsul verimini korumak ve
kiiresel gida tedarikini saglamak icin fungusitler
(mantar oldiiriicii) vazgegilmezdir ve kullanimlari
glinden giline artarak devam etmektedir [1]. Triazol
fungisitler, yliksek kimyasal stabilizeye ve diisiik
biyobozunmaya sahiptir, bu da ortamda kolayca
tasinmasina bdylece yiizey akisi ve toprak
infiltrasyonu yoluyla su ortamina girmesine neden
olur [2]. Kiral bir triazol olan Bromukonazol, gida
iriinleri ve meyveler i¢in yaygin kullanilan bir fungisit

*[Igili yazar: nkinayturk@mehmetakif.edu.tr

tiridiir [3]. Gastrointestinal sistemde ve deriden 48
saatten daha kisa silirede hizla emilir, karaciger,
bobrek, yumurtaliklar ve testisler gibi dokulara yaygin
olarak dagildigi literatiirde gorilmistir [4, 3, 5].
Literatiirde bromukonazoliin toksin oldugu insan
saghig icin zararli olduguna dair bir¢ok arastirma
vardir [6, 7, 8, 9]. Erkek sicanlarda uzun siireli
bromukonazol fungisit maruziyetinin toksikolojik ve
patolojik  degerlendirmesi iizerine yapilan bir
¢alismanin sonucunda bromukonazoliin organlarda
doza bagh histopatolojik degisikliklere ve hiicresel
proliferasyona neden oldugunu ayrica antioksidan
savunma mekanizmalarinda ve serum biyokimyasal
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parametrelerinde o©6nemli bozulmalara yol agtigl
aciklanmiglardir [10]. Benzer bir calismada da
bromukonazoliin si¢anlarda fizyolojik, metabolik ve
transkriptomik seviyelerde hepatotoksisiteyi
indiikleme potansiyeli arastirilmistir [11]. Qin ve
calisma arkadaslar1 bromukonazole maruz kalmis
sucul canlilarin kardiyotoksisite ve lipid tasima
bozukluklular: lizerine arastirma yapmislardir [12].
Literatiir arastirmasi ile bromukonazol maruziyetinin
genotoksik ve organ hasarina neden oldugy,
kanserojen potansiyeli oldugunu, karaciger ve
bobrekteki oksidatif stres durumunun bozulmasina

sebep oldugu sonuclarina ulasilmistir.
Bromukonazoliin fungusit olarak yaygin
kullanilmasina ragmen, yap1 karakterizasyonu

hakkinda ayrintili bir ¢alismaya rastlanilmamistir.

Giiniimiizde gelisen teknolojiyle beraber molekiiler
diizeyde calismalar giderek 6nem kazanmaktadir.
Bir¢cok molekiiliin yapisi bilgisayar ortamina entegre
edilebildigi icin laboratuvar ortaminda
gerceklestirilecek molekiil etkilesimleri o6ncelikle
bilgisayar  simiilasyonu ile arastirilmaktadir.
Molekiiler kenetlenme ¢alismalar;, molekiillerin
birbirleri ile olas1 muhtemel etkilesimleri, baglanma
afiniteleri, fizikokimyasal ozellikleri ve biyolojik
aktiviteleri gibi onemli parametreler hakkinda bilgi
elde edinilmesine olanak saglar [13]. Bu ¢alismada
Bromukonazoliin yap1 karakterizasyonu yapilarak
DNA proteini ile etkilesimi teorik yaklasimla ilk defa
incelenmistir.

2. Materyal ve Metot

Kuantum kimyasal hesaplamalar i¢in Gaussian09
programi kullanilmistir [14]. Optimize yapi Chemcraft
[15]programindan, molekiiler elektrostatik potansiyel
ylizey haritasi ve molekiiler sinir orbitallere (HOMO-
LUMO) ait gorintiiler GaussView 5.0 programindan
elde edilmistir [16]. Bromukonazole molekiiliin en
kararli halini elde etmek i¢in optimizasyon islemi
DFT/B3LYP/aug-ccpVDZ baz seti kullanilarak yapildi.
Optimize yap1 kullanilarak, molekiilin denge
durumlari i¢in, Enomo, ELumo, AE, -y, 1, s, w, i degerleri
hesaplandi. Calismanin son asamasinda
Bromukonazol ile DNA proteini arasinda molekiiler
kenetlenme analizi yapildi. Molekiiler kenetlenme
analizi, proteinin (PDB:1BNA) aktif bolgesine ligand
(Bromukonazol) yapisinin  baglandigi  en iyi
konformasyonun belirlenmesini saglar. Bu
konformasyon ile baglanma afiniteleri ve baglanma
etkilesimleri ortaya ¢ikarilir. 1BNA proteininin yiiksek
¢ozinirlikla kristal yapisi, protein veri bankasindan
(https://www.rcsb.org) elde edildi [17]. Molekiiler
kenetlenme analizi i¢in AutoDockTools Version 1.5.6
[18] programi kullanildi. Ligand ve PDB:1BNA
proteininin kenetlenmis aktif boélgelerini ve tiim
etkilesimleri gorsellestirmek icin Discovery Studio
Vizualizer 3.5 [19] yazilim1 kullanildi.

3. Bulgular

3.1. Molekiiler Geometri

DFT/B3LYP/aug-ccpVDZ baz seti kullanilarak
bromukonazol molekiilii optimize edilmis ve
geometrik yapis1 Sekil 1. de sunulmustur.

Bromukanazol molekilli icin en kisa bag
uzunluklarinin  C-H bag uzunluklart oldugu
gorilmektedir. Bu bag uzunluklar1 tiim yapida 1,08-
1,10 A arahiginda hesaplanmistir. Benzenin kristal
yapisinda bu bag uzunlugu 1.09 A olarak belirtilmistir
[20, 21]. Literatiirde O-C bag uzunlugunu 1.42 A olarak
belirlenmistir [22]. Bu ¢alismada O-C bag uzunluklari
1,43 ve 1,45 A olarak hesaplandi. C-Br bag uzunlugu
optimize yapinin en uzun bag uzunlugu olup 1,95 A
hesaplanmistir. C-Cl bag uzunluklar1 1,73 ve 1,72 A, C-
N bag uzunluklar1 1,37 ve 1,35 A, C=N bag uzunluklari
1,33 ve 1,31 A olarak hesaplandi. Bu degerler
literatlirle de uyum igerisindedir [23, 24, 25, 26].
Bromukanazol icin detayli bag uzunluklari ve bag
acilar1 Tablo1 de sunulmustur.

Sekil 1. Bromukonazol’ iin optimize edilmis molekiiler
yapisl

3.2. Molekiiler elektrostatik potansiyel (MEP)

Molekiiler elektrostatik potansiyel (MEP) yiizeyi,
dipol moment, elektronegatiflik ve kismi yiikler ile
iligkilidir. Ayrica Elektrofilik ve niikleofilik reaksiyon
bolgelerinin  belirlenmesinde,  hidrojen  bag1
etkilesimlerinin tanimlanmasinda tercih edilir [22].
Negatif elektrostatik potansiyel, elektron yogunlugu
tarafindan protonun ¢ekilmesini ifade ederken pozitif
elektrostatik potansiyel elektron yogunlugunun diisiik
oldugu bolgelerde protonun itilmesini ifade eder.
Kirmizi bélge minimum elektrostatik potansiyeli
(elektrofiliklik) ve  mavi bélge  maksimum
elektrostatik potansiyeli (niikleofilikligi) temsil eder
[27]. Molekiiler elektrostatik potansiyel skalasindaki
araligin fazla olmasi molekiiliin polaritesi ile ilgilidir.
Kirmizidan maviye cizilen skalada ki biiytik farkliliklar
molekiliin daha fazla polar oldugu anlamina gelir.
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Tablo 1. Bromukonazol molekiiliine ait geometrik parametreler

Atom Bag Atom Bag Atom Bag Atom Bag
uzunlugu uzunlugu uzunlugu uzunlugu
(A) (A) (4) (A)
Br1-C10 1,95 N6-C20 1,33 C9-H22 1,10 C13-C15 1,39
Cl2-C14 1,73 N7-C18 1,31 C10-C12 1,51 C14-C16 1,39
CI3-C19 1,72 N7-C20 1,37 C10-H23 1,09 C15-C17 1,39
04-C8 1,45 C8-C9 1,54 C11-H24 1,10 C15-H28 1,09
04-C12 1,43 C8-C11 1,53 C11-H25 1,09 C16-C19 1,39
N5-N6 1,33 C8-C13 1,53 C12-H26 1,10 C16-H29 1,09
N5-C11 1,46 C9-C10 1,51 C12-H27 1,09 C17-C19 1,39
N5-C18 1,35 C9-H21 1,09 C13-C14 1,39 C17-H30 1,09
C18-H31 1,08 C20-H32 1,08
Atom Bag acis1 Atom Bag agis1 Atom Bag acis1 Atom Bag acis1
) ) ) )
C8-04-C12 110,10 C9-C8-C13 113,34 Br1-C10-H23 105,43 04-C12-C10 107,10
N6-N5-C11 120,30 C11-C8-C13 109,38 C9-C10-C12 102,85 04-C12-H26 106,80
N6-N5-C18 112,29 C8-C9-C10 104,30 C9-C10-H23 113,85 04-C12-H27 109,35
C11-N5-C18 127,41 C8-C9-H21 116,68 C12-C10-H23 113,15 C10-C12-H26 110,44
N5-N6-C20 100,37 C8-C9-H22 109,65 N5-C11-C8 112,09 C10-C12-H27 114,82
C18-N7-C20 102,38 C10-C9-H21 111,34 N5-C11-H24 104,94 H26-C12-H27 108,05
04-C8-C9 105,54 C10-C9-H22 107,82 N5-C11-H25 107,08 C8-C13-C14 121,65
04-C8-C11 106,59 H21-C9-H22 106,79 C8-C11-H24 109,30 C8-C13-C15 118,34
04-C8-C13 110,47 Br1-C10-C9 111,07 C8-C11-H25 116,94 C14-C13-C15 120,01
C9-C8-C11 111,27 Br1-C10-C12 110,63 24-C11-H25 105,66 Cl12-C14-C13 121,28
Cl12-C14-C16 118,73 C17-C15-H28 117,38 C15-C17-C19 120,01 N5-C18-H31 124,33
C13-C14-C16 119,99 C14-C16-C19 120,00 C15-C17-H30 119,22 N7-C18-H31 126,52
C13-C15-C17 119,99 C14-C16,29 120,10 C19-C17-H30 120,77 CI3-C19-C16 120,03
C13-C15,28 122,63 C19-C16,29 119,90 N5-C18-N7 109,15 Cl13-C19-C17 119,97
C16-C19-C17 120,00 N6-C20-N7 115,80 N6-C20-H32 121,05 N7-C20-H32 123,15

Bromukanazoliin renk kodu, -0.06737 au (koyu
kirmizi) ve 0.06737 au (koyu mavi) arasinda
yayilmistir (Sekil 2a). Pozitif potansiyel degerine sahip
bolgelerin agirlikli  olarak hidrojen atomlarinin
lizerinde olasi niikleofilik saldir1 bélgeleri olarak
konumlandigini, negatif potansiyel bolgelerin de
elektrofilik saldir i¢in olasi yerler olarak, nitrojen ve
klor atomlarinin lizerinde konumlandig1 Sekil 2 de
goriilmektedir. MEP kontér yiizeyinin elektron
yogunluguna ait iki boyutlu yiizey egrisi (Sekil 2b)
azot, klor ve brom atomlar: bolgesinde kirmizi yiizey
egrilerinin, diger bolgelerde ise yesil yiizey egrilerinin
yogunlukta oldugunu gostermektedir.

3.3. Smir Orbitalleri
Parametreleri

ve Kimyasal Aktivite

Molekiillerin kimyasal reaktivitesini yansitan en
onemli parametre HOMO ve LUMO olarak
adlandiriilan smir orbitaldir. HOMO ve LUMO
arasindaki bosluk, molekiiliin kimyasal stabilitesini,
kimyasal reaktivitesini, sertligini ve yumusakligini
karakterize eder. HOMO ve LUMO enerjileri arasindaki
bosluk ne kadar diisiikse, molekiiliin reaktivitesi o
kadar fazladir [28]. Bromukanazol molekiiliiniin
HOMO enerjisi -7,060 eV, LUMO enerjisi ise -1.165 eV,
AE= 5,895 eV dur. Bu deger yapinin kararl oldugunu

Sekil 2. Bromukanazol molekiiliine ait a) MEP ve b) MEP
kontér gériintimii.
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ve elektron bulutunun deformasyonuna karsi direnci
ifade eder [29]. Kimyasal sertlik degerinin yiiksek
olmasi molekiil i¢ci yik transferinin az ya da hig
olmamasini gosterirken yumusaklik parametresi
sertligin tam tersi olarak tanimlanir. Bu ¢alismada
sertlik parametresi (n) 2,948 eV, yumusaklik
parametresi (s) 0,170 eV hesaplanmistir.

Kimyasal aktivite parametrelerinden kimyasal
potansiyeli (i) -4,113 eV, elektrofilik indeksi () 2,869
eV olarak hesaplanmistir. B3LYP/aug-ccpVDZ baz seti
kullanilarak Zamana Baghh Yogunluk Fonksiyonel
Teorisi (TD-DFT) ile bromukanozol molekiiliiniin sinir
molekiiler orbitallerinin enerjileri belirlenerek Sekil 3
de sunulmustur.

E._UMO:-l,lGSeV 4

EHOMOZ-7,060 eV v

Sekil 3. Bromukanazole ait HOMO ve LUMO molekiiler
orbital ytlizey goriiniimi.

3.5. Molekiiler Kenetlenme Analizi

Molekiiler kenetlenme analizi, hedef bir protein
molekiilii ile ligandin birbirleri ile uygun baglanma
geometrilerinin belirlenmesine olanak saglar ve
molekiillerin bir reseptdére baglanma afinitelerinin
belirlenmesinde kullanilir [30, 31]. Genetik bilgi i¢in
o6nemli bir tasiyici olan deoksiriboniikleik asit (DNA),
gen transkripsiyonu, translasyonu, ekspresyonu,
protein sentezi ve hiicre o6liimi gibi vazgecilmez
yasam aktivitelerine katilir. Kiiglik molekiillerin DNA
ile baglanma etkilesimi, DNA'nin yapisini ve islevini
yapay olarak degistirebilir ve/veya engelleyebilir [32,
33]. Genel olarak, kii¢iik molekiiller DNA ile kovalent

olmayan modeller etkilesir.  Bu

etkilesimler;

araciligiyla

8] y1gilmis DNA baz ciftlerine interkalasyon,
(ii) hidrojen bag1 veya van der Waals
etkilesimi yoluyla DNA olugu iizerindeki
etkilesim
(iii) DNA' nin anyonik seker fosfati ile
elektrostatik baglanmasi yoluyla
etkilesim
olarak siniflandirilir [34]. Bu etkilesim yollar1 arasinda
DNA ya en fazla zarar verebilecek olanin interkalatif
baglanma oldugu ve bununda DNA'nin
kopyalanmasini etkileyebildigi literatiirlerde acikc¢a
ortaya konulmustur. Bu durum genellikle onarim
sistemine zarar verirken kanserojenligin baslangi¢
asamasidir [32]. Bilindigi gibi pestisite (herbisit,
insektisit ve fungisit gibi) maruz kalmanin uzun vadeli
etkileri bircok hastalikla iliskilidir ve bir¢ok ¢alisma
sonucunda pestisit maruziyeti ile akciger ve prostat
kanserleri gibi belirli kanser tiirlerinin gériilme siklig1
arasinda bir iliski oldugunu ortaya konmaktadir [35].
Bu bilesiklerin DNA'ya zarar verebilecegi icin kansere,
norolojik ve lireme saghgl iizerinde olumsuz etkilere
yol acabilecek mutasyonlara sebep oldugundan,
pestisitlere uzun siireli maruz kalma ile iliskili
genotoksik risk hakkinda endiseler vardir [36]. Bu
nedenle, pestisitlerin DNA ile molekiiller arasi
etkilesiminin belirlenmesi olasi genotoksisitelerinin
daha fazla arastirlmasi i¢in 6nemli bir anlam
tasimaktadir.

Bu ¢alismada, bromukanazol molekiiliiniin bir DNA
proteini olan 1BNA ile molekiiler kenetlenme
similasyonu yapilarak, aralarindaki baglanma
modlart ve baglanma afiniteleri belirlenmistir.
DNA'nin kristal yapisi, protein veri bankasindan (PDB
ID: 1BNA) elde edildi, yapidan su molekiillerinin
cikarilmast ve polar hidrojenlerin eklenmesiyle
molekiiler kenetlenme c¢alismasina uygun hale
getirildi. Bromukanazol ile 1BNA proteininin en iyi
kenetlenme ve aktif yerlesme modu Sekil 4a’da,
rezidiilere baglanma etkilesimlerinin iki boyutlu
gorinimi Sekil 4b’ de ve dokuz farkli baglanma pozu
icin baglanma afinite degerleri Tablo 2. de verilmistir.
1BNA proteini ile bromukanazolii, baglanma
afiniteleri (-6.5)-(-5.2) kkal/mol arasindadir.

Baglanma afinitelerine (Gibbs serbestlik enerjisi)
bakildiginda etkilesimin sonucun negatif deger olmasi
reaksiyonun ekzotermik oldugunu ve istemli bir
sekilde gerceklestigini gostermektedir [13, 37]. DG22-
O arasinda istenmeyen donor-donor etkilesimi
gozlenirken DC23-Cl arasinda hidrojen bagi etkilesimi
gozlenmistir. Benzer sekilde Buromukanazol ile 1BNA
proteininin DC3 ve DG4 amino asitleri arasindada
etkilesimler oldugu Sekil 4 de ayrintih olarak
goriilmektedir. DNA’ nin tanimlanan aktif boélgesi
literatiir ile uyumludur [38, 39, 40].
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H-Bonds
Donor
Acceptor
DC
21
DA
6
DA D4G
5
DC
23 Br— )J
H
" DC
® 3
Interactions
[ van der Waals B urfavorable Donor-Donor
[] carbon Hydrogen Bond [] Pi-Donor Hydrogen Bond

Sekil 4. Bromukanazol ile 1BNA proteinin (a) en iyi
baglanma ve aktif yerlesme pozu (b) rezidiilere baglanma
etkilesimlerinin iki boyutlu gértiniimi

4. Tartisma ve Sonug¢

Bromukonazol molekiiliiniin kuantum kimyasal
hesaplamalar1 DFT/B3LYP/aug-ccpVDZ baz seti
kullanilarak yapildi. Optimize yapinin HOMO-LUMO
enerji araligt AE=5.985 eV, sertlik degeri 2,948 eV,
yumusaklik degeri 0,170 eV olarak hesaplanmistir.
Sertlik degerinin yiiksek, yumusaklik degerinin kiiglik
olmasi ilgili molekiiliin diisiik kimyasal aktiviteye
sahip kararl bir yapiya sahip oldugunu gosterir. MEP
analizi, Bromukanazol molekiliniin elektrofilik
dogasinin nitrojen ve klor atomlar1 iizerinde daha
baskin oldugunu gostermistir. Dolayis1 ile bu
bolgelerin etkilesime girmede etkin olacag 6ngoriisii
sunulmustur. Molekiiler kenetlenme analizinde ligand
(bromukonazoliin) ve PDB:1BNA proteinin en iyi
kenetlenme moduna ait baglanma afinitesi-6.5
kcal/mol olarak belirlendi. Molekiiler kenetlenme
analizi rezidiilere baglanma etkilesimlerinin iki
boyutlu goriiniimi incelendiginde elektrofilik doganin

yuksek oldugu bolgede etkilesimin aktif oldugu ve bu
etkilesimlerin karbon hidrojen bagi, hidrojen bagy, pi-
donor hidrojen bagi, ve van der Waals etkilesimlerine
ait oldugu acikca goriilmektedir.

Bu calismada, bromukanazoliin etkilesim
mekanizmasi degerlendirilerek noérotoksik etkilerinin
altinda yatan potansiyel mekanizmalar hakkinda yeni
bilgiler sunulmustur. DNA'ya afinitesinin diisiik
oldugu ve DNA konformasyonuna zarar verdigi
yapilan hesaplamalarda agik¢a goriilmektedir. Bu
calisma ile bromukanazoliin ekolojik ve c¢evresel
saglik risklerinin degerlendirilmesi icin toksikolojik
bir yaklasimla DNA ile in vitro ¢alismalarinin
yapilmasi ve organizmalarda mikroskopik toksik
mekanizmasinin daha fazla arastirilmasi dénerilmistir.

Etik Beyani

Bu ¢alismada, “Yiiksekégretim Kurumlart Bilimsel
Arastirma ve Yayin Etigi Yonergesi” kapsaminda
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