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Oz: Gram-negatif bakterilerinden olan Pseudomonas aeruginosa, 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmus hastalarda énemli
bir enfeksiyon sebebidir. Biyofilm olusturma 6zelligi olan P. aeruginosa bu ozelligi sebebi ile ¢oklu antibiyotik direncine
sahiptir ve eredikasyonu giictiir. Uglii bir sinyal dizisi olan YFiBRN, periplazmada alinan sinyallere cevap olarak yiizey
adaptasyonu, biyofilm olusumu gibi hiicresel siireglerde etkili olan c-di-GMP seviyelerini modiile eder. Antosiyaninler
grubunda bulunan peonidin ise antibakteriyel 6zellige sahiptir. Bu calismada molekiiler kenetleme (docking) metodu
kullanilarak YFiR-YFiB (59-168) ile peonidin arasindaki etkilesim aragtirilmigtir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, YFiBNR, peonidin, molekiiler kenetleme.

Investigation of the Interaction of a Bacterial Signal Complex and Peonidine Molecule by
Molecular Docking Method

Abstract: Pseudomonas aeruginosa, one of the gram-negative bacteria, is an important cause of infection, especially in
immunocompromised patients. P. aeruginosa with biofilm-forming feature has multiple antibiotic resistance due to this feature
and its eradication is difficult. YFiBRN, a triple signal sequence, modulates c-di-GMP levels, which are effective in cellular
processes such as surface adaptation and biofilm formation in response to signals received in the periplasm. Peonidine, which
is in the group of anthocyanins, has antibacterial properties. In this study, the interaction between YFiR-YFiB (59-168) and
peonidine was investigated using the molecular docking method.
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1. Giris

Farmasotik iiriinlerin arastirilip insan kullanimina sunulmasi bu iriinlerin in-vitro ve in-vivo dogrulama
testlerini iceren karmagik, uzun ve maliyetli bir siiregtir. Dahasi aday molekiillerin iiriin haline gelebilmesinden
once bu molekiiller hakkinda detayli bir bilgiye sahip olmanin yani sira gelistirilmesi, kimyasal sentezi ve
formiilasyonunun optimizasyonu ve hayvanlarda olmast muhtemel toksik etkilerinin ¢alisilmasi, klinik deneyler
ve onay siirecini kapsamaktadir [1]. Dolayisiyla bir ilag kesfi ortalama 12 y1li almakta ve maliyeti yaklasik olarak
1,8 milyar ABD dolarim1 bulmaktadir [2]. Bu noktada ila¢ gelistiriciler hem zamani hem de maliyeti verimli
kullanabilmek amaci ile bilgisayar ortaminda gergeklestirilen molekiiler kenetleme uygulamalari ile aday
molekiilleri daha kisa zamanda belirleyebilmektedirler. Ayni zamanda molekiiler kenetleme ile, potansiyel
molekiillerin yan etkileri de tespit edilebilmektedir.

Pseudomonas aeruginosa, yaklasik olarak 1-5 um uzunlugunda ve 0.5-1.0 um genisliginde, hareketli, Gram
negatif (-), gubuk seklinde, aerobik ve fakiiltatif anaerobik solunum yapan bir bakteri tiiriidiir [3]. 37°C'de iyi
biiyiiyen P. aeruginosa, aym zamanda 4°C-42°C arasindaki genis bir sicaklik araliginda da hayatta kalabilmektedir
[4]. Polisiklik aromatik hidrokarbonlari pargalayabilme 6zelligine sahip bir toprak bakterisi olan P. aeruginosa
batakliklarda, deniz kiyilarinda, bitki ve hayvan dokularinda da biiyiiyebilmektedir [5].

Giliniimiizde antimikrobiyal direng, ¢oklu ilaca direngli (MDR) bakterilerin ortaya ¢ikmasi, yayilmasi ve
stirekliligi ile beraber insan, hayvan ve ¢evre saglig1 i¢in biiyiik bir tehdit haline gelmistir [6].
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Ozellikle antibiyotiklerin bilingsizce kullanimu, artan uluslararasi seyahat, yetersiz hijyen ve metabolize olmayan
antibiyotiklerin salinimi antibiyotik direncine zemin hazirlayan nedenler arasinda bulunmaktadir [7]. Anormal
antibiyotik kullanimi nedeniyle, aralarinda P. aeruginosa’nin da bulundugu ¢ok sayida bakteri MDR tiplerine
doniigmiistiir. Oyle ki P. aeruginosa MDR firsat¢1 patojeni, diger birgok bakterinin yasayamayacagi yiiksek
antibiyotik basinci olan nislerde biiyiliyebilmekte ve hatta konak¢1 mikrobiyotasini da yerinden edebilmektedir [8].

Firsatci bir patojen olan P. aeruginosa, 6zellikle geg evre kistik fibrozisli hastalarda [9] ve basta kanser, AIDS
gibi bagisiklik sistemi zayif olan bireylerde ve diyabetik yaralari olan hastalarda hem akut hem de kronik
enfeksiyona yol agmaktadir. Ayni zamanda Kateter ve vantilator gibi kalici sentetik medikal implantlarda da
biyofilm olusturmaktadir [10].

Biyofilm olusturma 6zelligine sahip olan P. aeruginosa, biyofilm ile ilgili aragtirmalarda model organizma
olarak kullanilmaktadir [3]. Biyofilm, mikroorganizmalarin bir yiizeye tutunarak ekzopolisakkarit “EPS” adi
verilen jelsi bir tabaka igerisinde olusturduklart topluluktur [11]. EPS igerisine gomiilii olan bakteriler bu sayede
fiziksel, kimyasal ve antimikrobiyal ajanlar, antikorlar ve fagositik hiicrelerin {iretmis oldugu antimikrobiyal
molekiiller gibi biyolojik streslerden korunmus olurlar [12]. Diger bir deyisle biyofilmler patojenik bakterilere
fiziksel koruma saglayip, konake1 bagisiklik sisteminden kagmalarini kolaylastirir ve antibiyotikleri de etkisiz hale
getirir [13].

Bakteriyel ikinci haberci olan siklik-di-GMP (c-di-GMP), yiizey adaptasyonuna, biyofilm olusumuna, hiicre
dongiisii ilerlemesine ve viriilansa katkida bulunur. Dolayistyla ¢esitli hiicresel siiregleri etkiledigi tespit edilen
yaygin bir sinyal molekiiliidiir [14] ve P. aeruginosa bakterisinde de biyofilm olusumu bu molekiil tarafindan
diizenlenir. Son zamanlarda yapilan aragtirmalar yfiBNR operonunun, periplazmada alinan sinyallere yanit olarak
hiicre i¢i c-di-GMP seviyelerini diizenleyen {iglii bir sinyal sistemi oldugunu gostermistir. yfiBNR operonunda
bulunan YFiN, bir periplazmik PAS alani, sitoplazmik HAMP ve katalitik GGDEF alanlarindan olusan i¢ zar
diguanilat siklazidir. YfiN aktivitesi, ¢oziiniir periplazmik bir protein ve negatif baskilayici olan YfiR’nin, PAS
alant ile etkilesime girmesi ile baskilanir [15]. YfiN aktivitesi, sistemin {igiincii bileseni olan bir dig zar lipoproteini
YfiB tarafindan da uyarilir [16].

Bir antosiyanin olan peonidin, yaban mersini, kizilcik, miirver, ahududu tohumlar1 ve ¢ilek gibi meyvelerde
bulunabilen flavonoidlerdendir [17]. Anti-inflamatuar aktivitesi bulunan peonidinin ayni zamanda kemopreventif
aktivite gosterdigi de rapor edilmistir [18]. Ayrica peonidinin antibakteriyal 6zellige de sahip oldugu yapilan
caligmalar ile gosterilmistir [19].

Giiniimiiz diinyasinda ¢oklu ilaca direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikist ve bu mikroorganizmalar ile
miicadelede yasanan zorluklar antibiyotiklere alternatif bilesiklere olan ihtiyact zorunlu hale getirmistir. Cok
sayida biyolojik aktiviteye sahip olan flavonoitler ayn1 zamanda genis antimikrobiyal aktiviteye de sahiptirler ve
bu ozellikleri ile antimikrobiyal molekiillere potansiyel adaylar olarak gosterilmektedirler. Bu sebeple
caligmamizda 6zellikle bagisiklik sistemi zayif olan kisilerde enfeksiyona sebep olan P. aeruginosa MDR firsatgi
patojenine ait yfiBNR operonunun YFiR-YFiB (59-168) bolgesi ile bir antosiyanin olan peonidin’in molekiiler
kenetleme metodu ile protein-ligand etkilesimleri incelenmistir.

2. Materyal ve Yontem

P. aeruginosa bakterisine ait YfiBNR {iglii sinyal dizisinde yer alan YFiR-YFiB (59-168) kristal yapis1 (PDB
ID: 4ZHY) Protein Data Bank'tan (PDB, https://www.rcsb.org/) temin edildi. 4ZHY’ye ait pdb dosyasi A ve B
zincirleri kullanilarak hazirlanmig ve AutoDockTools'a aktarilmistir (ADT ver.1.5.6). Daha sonra su molekiilleri
protein yapisindan uzaklastirilmis ve 4ZHY kodlu domainin pdbqt dosyasi kaydedilmistir. Molekiil yapisi
C16H1306 olan Penoidin (PubChem CID: 441773) ligandinin kimyasal yapist Ulusal Tip Kiitiiphanesinden
(National Library of Medicine/National Center for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
temin edilmistir. Burulmalar1 incelenen ligandin dosyalari, AutodockTools (ADT ver.1.5.6) kullanilarak pdbqt
formatinda kaydedilmistir.

Molekiiler kenetleme calismasi Autodock 4.1 [20] kullanilarak yapilmistir. Her yerlestirme, standart
Autodock adimlarina [21] gore yapilmistir. Molekiiler yerlestirme islemleri sonucunda elde edilebilecek en uygun
baglanma modlar1 Autodock 4.1 ile belirlenmis, Biovia Discovery Studio Visualizer 2021 programu ile analizler
ve gorseller elde edilmistir.
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3. Bulgular ve Tartisma

Giiniimiizde gelisen teknolojiyle beraber molekiiler diizeyde ¢aligmalarda 6nemli 6l¢iide ivme kazanmistir ve
birgok molekiiliin yapist bilgisayar ortamina entegre edilebilmektedir. Dolayisiyla laboratuvar ortaminda
gerceklestirilecek birgok molekiiliin etkilesimi oncelikle bilgisayar simiilasyonu ile arastirilmaktadir ve bu
calismalar farmakoloji alaninda olduk¢a onemlidir. Molekiiler kenetleme calismalar1 sayesinde, molekiillerin
birbirleri ile olmas1 muhtemel etkilesimleri, baglanma enerjileri, fizikokimyasal 6zellikleri ve biyolojik aktiviteleri
gibi onemli parametreler hakkinda bilgi elde edilebilmektedir [22, 23]. Molekiiler kenetleme caligmalarinda
birbirine baglandiginda kararli bir kompleks olusturmasi beklenen iki molekiil kullanilir ve bu molekiiller
genellikle ligand ve reseptor olarak adlandirilmaktadir. Ayni zamanda molekiiler kenetleme, protein-DNA,
protein-RNA, protein-geker, protein-peptid ve protein-kiigiik bilesikler gibi ¢ift olasiliklarin1 da kapsamaktadir [2].
Farmasotik kesfinde genellikle ligand kii¢iik molekiil olup reseptdr ise bir protein veya DNA gibi biyolojik bir
makromolekiildiir [24].

Bu c¢alismada ligand-protein “Penoidin ve YFiR-YFiB (59-168)” etkilesimi neticesinde ortaya g¢ikan
baglanma enerjisi (Gibbs serbest enerji, AG) -5.3 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Sonucun negatif bir deger olmasi
reaksiyonun ekzotermik oldugunu ve istemli bir sekilde gerceklestigini gostermektedir. Caligmamizda YFiR-YFiB
(59-168) reseptor ve Penoidin ise ligand olarak alinmigstir. Bu iki molekiil arasinda molekiiler kenetleme metodu
kullanilarak bir etkilesimin varlig: tespit edilmistir. YFiR-YFiB (59-168) ve Penoidin arasindaki etkilesim Sekil
1’de gosterilmektedir. Sekildeki gorsel, BIOVIA Discovery Studio Visualizer yazilim paketi kullanilarak simiile
edilmigtir.
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Sekil 1. YFIR-YFiB (59-168) baglanma bolgesindeki aminoasitler ile ligand arasindaki etkilesimin 2D ve 3D
gOsterimi.

Ligand ile reseptor arasinda van der Waals, konvensiyonel hidrojen bagi ve diger etkilesimlerin oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 1). Molekiiler kenetleme metodu kullanilarak sirasiyla ii¢ konvansiyonel hidrojen bag;
peonidinin -O atomu ile Tyr78 rezidiisii (Uzunluk: 5.64 A), Glul40 rezidiisii (Uzunluk: 4.50 A) ve Leul53
rezidiisii (Uzunluk: 4.73 A) arasinda bulunmustur. H-baglari, proteinler ve DNA da dahil olmak iizere birgok
biyolojik molekiiliin yapisal biitiinliigiinde 6nemli oldugu gibi ilag-reseptor etkilesimlerinde de ¢ok dnemlidir [25].
Konvansiyonel hidrojen baglart (NH---O, OH---O, OH:--N ve NH---N), biyomolekiiler yapidaki temel
dengeleyici kuvvetleri temsil etmektedir [26]. Elde edilen bulgularda ayrica ligand ile sirasiyla, bir pi-katyon
etkilesimi Arg44 rezidiisii (Uzunluk: 6.40 A), bir pi-donor hidrojen bag1 etkilesimi Tyr78 rezidiisii (Uzunluk: 5.64
A) ve iki pi-alkil etkilesimi Vall55 rezidiileri (Uzunluk: 4.45 A ve 4.56 A) arasinda gerceklesmistir. pi-alkil bag
gibi etkilesim tiirleri, reseptoriin baglanma cebindeki ligandin hidrofobik etkilesimini artirmaya yardimci
olmaktadir [27]. Bes adet van der Waals etkilesimi peonidin ile reseptoriin Glu77, Gly142, Asn154, Gly156 ve
Glyl157 rezidiileri arasinda gerceklesmistir (Sekil 1). Van der Waals kuvvetleri, protein-ligand kompleks
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olusumunda belirleyici olmaktadir ve ligandin proteine baglanma afinitesinde bu etkilesimlerin ¢ok 6nemli oldugu
cesitli caligmalar ile gosterilmistir [28, 29].

Sekil 2°de ise ligandin reseptor icerisine yerlesmis oldugu goriilmektedir. Burada yesil renk ile temsil edilen
ligand ile 4HZY 'nin arasinda olusan hidrojen bagi etkilesiminin varligini gosteren yiizey verilmistir. YFiR-YFiB
(59-168) tizerinde koyu gri karbon atomunu, kirmizi oksijen atomunu, mavi nitrojeni temsil etmektedir.

Sekil 2. 4ZHY baglanma bolgeleri.

YFiR-YFiB (59-168) ile peonidin arasindaki baglanma enerjisi (AGbind), intermolekiiler enerji ve toplam
enerji Tablo 1’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gére peonidin ile YFiR-YFiB (59-168) etkilesime girmistir.

Table 1. YFiR-YFiB (59-168) ile peonidin arasindaki molekiiler doking analizi.

Reseptor Ligand Baglanma Intermol enerji Toplam internal enerji
enerjisi/AG (kcal/mol) (kcal/mol)
(kcal/mol)
YFiR-YFiB (59-168) C16H1306 -5.3 -7.09 -1.14

Peonidin, YFiR (1-150.) aminoasit dizisi tizerinde Arg44, Glu77, Tyr78, Glul40 ve Gly142 ile etkilesime
girmistir. Bu alanda DUF4154 olarak adlandirilan domain bulunmaktadir (Sekil 3) ve fonksiyonu
bilinmemektedir. DUF4154 domaini iizerinde iki konvansiyonel hidrojen bagi olmak {izere bir pi-donor hidrojen
bagi, iki van der Waals ve bir pi-katyon etkilesimi bulunmaktadir. Peonidin, YFiB (151-262.) amino asit dizisi
iizerinde ise Leul53, Asnl54, Vall55, Glyl156 ve Gly157 rezidiileri ile etkilesime girmistir. Bu alanda 153-260.
aminoasit arasinda OmpA-benzeri peptidoglikan-baglanma domaini bulunmaktadir (Sekil 3) ve bu proteinler
hiicre morfolojisi, zar stabilitesi, biyofilm ve dis zar vezikiil olusumu i¢in 6nemlidir. OmpA-benzeri peptidoglikan-
baglanma domaini iizerinde ise bir konvansiyonel hidrojen bagi olmak iizere ii¢ van der Waals ve bir pi-alkil
etkilesimi bulunmaktadir. OmpA proteinleri, dogustan gelen bagisiklik sistemi (tamamlayict sistem) de dahil
olmak {izere Okaryotik hiicrelere yapigmanin yani sira biyofilmlerdeki komsu bakteri hiicreleriyle etkilesime
girerek enfeksiyon sirasinda bakteri ve konake1 arasindaki etkilesimlerde yer almaktadir [30].

1 2 5 s 100 125 120 175 200 25 250 22
Query seq,

Specific hits OmpA
Superfanilies DUF4154 superfamily OmpA superfamily

Sekil 3. YFIR-YFiB (59-168) bolgesi tizerinde DUF4154 ve OmpA korunmus domainlerinin gosterimi [31].

5. Sonuglar
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YFiBNR, P. aeruginosa bakterisinin biyofilm formasyonunda ve in vivo siirekliliginde dnemli bir regiilator

sistemdir. Bagisiklik sistemi zayif olan hastalarda P. aeruginosa ciddi enfeksiyonlara sebep olmakta ve biyofilm
olusturma dzelligine sahip olmasi bu bakteriye kars1 tedaviyi zorlastirmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii, karbapenem
direngli P. aeruginosa i¢in yeni tedavi stratejilerine yonelik arastirma ve gelistirmeye yonelik ihtiyacin varligini
onemle vurgulamigtir [32]. Molekiiler doking temelli ¢aligmalar ile ligand-protein etkilesim calismalarinin hizlica
gerceklestirilmesi yeni tedavi stratejileri icin zaman ve maliyet agisindan 6nem arz etmektedir. Yapilan bu ¢alisma
ile bir antosiyanin olan peonidin ile YFiBNR iiglii sinyal dizisinin YFiR-YFiB (59-168) bdlgesinin etkilesimi
gosterilmistir. Ligand ve protein arasinda bir etkilesim meydana gelmistir. Dolayisiyla bu ¢alismada elde edilen
sonuglarin biyofilm formasyonunun inhibisyonu ¢alismalarina katki saglayabilecegi diigiiniilmektedir.
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