Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi European Journal of Science and Technology
Ozel Say1 32, S. 1043-1047, Aralik 2021 P, Special Issue 32, pp. 1043-1047, December 2021

© Telif hakki EJOSAT a aittir - v | Copyright © 2021 EJOSAT
Arastirma Makalesi www.ejosat.com [SSN:2148-2683 Research Article

a
“ 4

SARS-CoV-2 Ana Proteaz Enzimine Yonelik Antiviral Bilesiklerin
Bilgisayar Destekli ila¢ Tasarimi Yontemleri ile Degerlendirilmesi

Gizem Tatar Yilmaz®", Erciiment Y1lmaz?

1* Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, Biyoistatistik ve T1p Bilisimi Anabilim Dals, Trabzon, Tiirkiye, (ORCID: 0000-0001-6642-6870),
gizemtatar@gmail.com
2 Karadeniz Teknik Universitesi, Bilgisayar Teknolojileri Boliimii, Trabzon, Tiirkiye (ORCID: 0000-0002-3712-7086), ercument@ktu.edu.tr

(International Conference on Design, Research and Development (RDCONF) 2021 — 15-18 December 2021)
(DOI: 10.31590/ejosat.1041077)

ATIF/REFERENCE: Tatar Yilmaz, G., Yilmaz, E., (2021). SARS-CoV-2 Ana Proteaz Enzimine Yonelik Antiviral Bilesiklerin
Bilgisayar Destekli ilag Tasarimi Yéntemleri ile Degerlendirilmesi. Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi, (32), 1043-1047.

Oz

COVID-19, asemptomatik ya da hafif hastalik belirtilere sahip olup, hizli ve siddetli gelisen {ist solunum yollar1 bulgular1 sonucunda
oliime kadar gotiirebilen ciddi bir hastaliktir. SARS-CoV-2'nin yeni tanimlanan bir viriis olmasi, kisa ve uzun donem etkilerinin tam
olarak bilinmemesi ve olusturdugu etkilerin bireyler arasinda farklilik gdstermesi nedeniyle, COVID-19'un tanist ve tedavisi
giiclesmektedir. Bununla birlikte, yeni bir ilag molekiiliiniin kesfinde yaklasik 5-10 bin aday molekiil incelenmekte, bu aday
molekiillerin arasindan bir ilacin piyasaya siiriilmesi 10 yildan fazla bir zaman alabilmekte ve tiim siirecin maliyeti ise yaklasik 330
milyon dolar1 bulabilmektedir. Ilag kesfinin maliyetli ve zaman alan bir siire¢ olmas1 goz dniine alindiginda, COVID-19 pandemisine
bagli 6liim vakalarinin diinya genelinde yiiksek oranda seyretmesiyle birlikte bu hastalif1 dnleyici ve tedavi etme amach ilag ve as1
gelistirme yontemlerinde yeni akilci yaklagimlarin 6nemi artmistir. Son yillarda bilgisayar teknolojilerindeki ilerlemelere birlikte ilag
gelistirme ¢aligmalarina yonelik bilgisayar destekli ilag tasarimi (in siliko) yontemleri gelistirilmistir. Boylece, yiiksek maliyetli ve
zaman alic1 olan 1slak laboratuvar ¢alismalar yerine, kisa siirede ve diisiik maliyetle ilag gelistirme siireci tamamlanabilmektedir. Bu
¢alismada, bilgisayar destekli ila¢ tasarim yontemleri kullanilarak SARS-CoV-2'nin viriilansinda 6nemli rol oynayan ana proteaz
(MP™) ile gesitli viral hastaliklar i¢in klinik olarak kullamilan 15 adet antiviral bilesigin biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi
hedeflenmigtir. Caligmanin ilk adiminda SARS-CoV-2’nin ana proteaz enzimi ve antiviral bilesiklerin 3-boyutlu yapi analizleri
yapilmistir. Ardindan, bilgisayar destekli ila¢ tasarimi yontemi olan molekiiler kenetlenme kullanilarak her bir antiviral bilesik ile
hedef enzim arasindaki baglanma serbest enerjisi ve inhibisyon katsayisi hesaplanmistir. Yapilan bu analiz sonucunda, Lopinavir
bilesigi SARS-CoV-2 ana proteazina karsi en iyi baglanma affinitesi gosteren bilesik olarak belirlenmistir. Ayrica bu bilesik, SARS-
CoV-2 ana proteazinin aktivitesinde 6nemli role sahip olan Cysl45, Glul66, Glul89 ve Serl44 aminoasitleri ile hidrojen bagi
etkilesimi olusturmustur. Elde edilen sonuglar, varolan antiviral ilag molekiilerinin biyolojik etkinliklerinin zaman ve maliyet
acisindan daha avantajli sekilde irdelenmesini saglamistir. Bu ¢alisma COVID-19 tedavisine yonelik daha etkili antiviral ilaglarin
gelistirilmesine yonelik yapilacak klinik ¢aligmalara rehberlik edecektir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, SARS-CoV-2, SARS-CoV-2 ana proteaz, Molekiiler kenetlenme, in siliko, Bilgisayar destekli ilag
tasarimi.

Evaluation of Antiviral Compounds Against SARS-CoV-2 Main
Protease Enzyme by Computer Aided Drug Design Methods

Abstract

COVID-19 is a serious disease that has asymptomatic or mild disease symptoms and can lead to death as a result of rapid and severe
upper respiratory tract findings. Since SARS-CoV-2 is a newly identified virus, its short and long-term effects are not fully known,
and the effects it creates differ between individuals, the diagnosis and treatment of COVID-19 becomes difficult. However, in the
discovery of a new drug molecule, approximately 5-10 thousand candidate molecules are examined, it may take more than 10 years to
launch a drug among these candidate molecules, and the cost of the whole process can reach approximately 330 million dollars.
Considering that drug discovery is a costly and time-consuming process, with the high rate of death cases due to the COVID-19
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pandemic worldwide, the importance of new rational approaches in the development of preventive and therapeutic drugs and vaccines
has increased. In recent years, computer-aided drug design (in silico) methods have been developed for drug development studies with
the advances in computer technologies. Thus, instead of high-cost and time-consuming wet laboratory studies, the drug development
process can be completed in a short time and at low cost. In this study, it was aimed to investigate the biological activities of the main
protease (MP), which plays an important role in the virulence of SARS-CoV-2, and 15 antiviral compounds used clinically for
various viral diseases by using computer aided drug design methods. In the first step of the study, 3-dimensional structure analyzes of
the main protease enzyme of SARS-CoV-2 and antiviral compounds were performed. Then, the binding free energy and inhibition
constant between each antiviral compound and the target enzyme were calculated using molecular docking, which is a computer aided
drug desigh method. As a result of this analysis, Lopinavir compound was determined as the compound with the best binding affinity
against SARS-CoV-2 main protease. In addition, this compound formed a hydrogen bond interaction with Cys145, Glu166, Glu189
and Ser144 aminoacids, which have an important role in the activity of SARS-CoV-2 main protease. The results obtained provided a
more advantageous examination of the biological activities of the existing antiviral drug molecules in terms of time and cost. This
study will guide clinical studies to develop more effective antiviral drugs for the treatment of COVID-19.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, SARS-CoV-2 main protease, Molecular docking, in silico, Computer aided drug design.

1. Giris

31 Aralik 2019°da Diinya Saglik Orgiitii (DSO) Cin Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi Wuhan sehrinde sebebi ve
etiyolojisi bilinmeyen agir pndomoni vakalarinin oldugunu
bildirmistir. Ocak 2020’de bu daha 6nce insanlarda gériilmeyen
yeni bir koronavirlis tanimlanmig olup SARS-CoV’e yiiksek
benzerlik gostermesinden dolayt SARS-CoV-2, bu virilis
sebebiyle olusan hastalik ise COVID-19 olarak adlandirilmistr.

Tek zincirli bir RNA viriisit olan SARS-CoV-2 dort ana
yapisal protein Spike (S), Membran (M), Zarf glikoproteini (E)
ve Nucleocapsid (N) proteine ve yapisal olmayan proteinlere
(nsp) sahiptir (Wu vd., 2020). Viriisun genomunda toplam 16
adet olan bu yapisal olmayan proteinler, RNA'nin replikasyon,
transkripsiyon, protein sentezi ve modifikasyonu olmak iizere
virlislin  yasam dongiisiindeki mekanizmalarda kilit rol
oynamaktadirlar.

Ana proteaz (Main protease, MP™, 3CLpro), viriisiin yagsam
dongiisiiniin birgok mekanizmada 6nemli role sahip olan bu nsp
proteinlerinin olgunlasmasinda dogrudan gorev aldiklari i¢in (Jin
vd., 2020), COVID-19 tedavisine yonelik yeni antiviral ilaglarin
gelistirilmesinde hedef enzim olmustur. Bu dogrultuda, yapilan
cesitli ilag gelistirme ¢aligmalarinda, bir¢ok farkl: ilag/ilag aday1
molekiilerinin  biyolojik etkinlikleri SARS-CoV-2 Mpro
enzimine yonelik incelenmistir (Amin & Abbas, 2020; Banerjee
vd., 2021; Cui vd., 2020; Kumar vd., 2020; Li vd., 2020; Zhang
vd., 2020).

Giliniimiizde gelisen bilgisayar teknolojileri ve ilag¢ yazilim
araglar1 sayesinde milyonlarca ilag veya ilag benzeri bilesikler
bircok hastaligin olusumda gorev alan biyomolekiilere karsi
biyolojik etkinlikleri bilgisayar destekli ilag tasarim ydntemleri
ile arastirilmaktadir. Boylece ilag gelistirme calismalarindaki
maliyet, siire ve emegi minimuma indirgenerek, daha az
hayvansal deneyler yapilmasina olanak saglamaktadir.

Su ana dek bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in kullanilan ve faz
agsamasinda olan birgok ilag molekiilii de bilgisayar destekli ilag
tasarim yontemleri ile gelistirilmistir. Ozellikle viriislere karsi
birgok ila¢ molekiilleri bu yontemler sayesinde gelistirilerek
piyasa siiriilmiistiir. Ornegin, Insan Bagigiklik Yetmezlik Viriis-1
(HIV-1) inhibitérleri Saquinavir (Roberts vd., 1990), Indinavir
(Rich vd., 1991), Raltegravir (Summa vd., 2008) , Nelfinavir
(Kaldor vd., 1997), Ritonavir (Erickson, 1993) bilgisayar
destekli ilag tasarim yoOntemleri ile gelistirilmis ilag
molekiileridir.
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Bu bilgiler dogrultusunda, bu proje kapsaminda, daha 6nce
klinik ¢aligmalarda antiviral ilag etkinligi goOsteren ilag
molekiillerinin  SARS-CoV-2 MP?ya yonelik  biyolojik
etkinliklerini ve molekiiler etkilesim mekanizmalarini in siliko
yontemler ile analiz edilerek COVID-19 tedavisine yonelik en
hizli  sekilde ilag tedavi yOntemlerinin  gelistirmesi
hedeflenmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Enzim ve Antiviral Ila¢ Molekiilerinin
3-Boyutlu (3B) Yapilarimin Hazirlanmasi

SARS-CoV-2 MP® enziminin 3-boyutlu (3B) kristal yap1
i¢in, N3 inhibitorii iceren 2.16 A ¢dziiniirliigiine sahip 6LU7 pdb
kodlu yapi, protein veri bankasindan secilmistir. Protein veri
taban1 vasitasiyla elde edilen bu kristal yapidan su ve iyon
molekiilleri uzaklasilarak eksik hidrojen atomlart ve atomlara ait
yiikler pH=7 ortaminda APBS-PDB2PQR programi (Jurrus vd.,
2018) ile eklenmistir. Ayni zamanda, antiviral bilesiklerin 3B
yapilari ise PubChem (Kim vd., 2019) veritabandan .sdf dosya
forma ile bilgisayar ortamina yiiklenmistir Bu molekiiler,
Discovery studio Client programi (Dassault Systémes BIOVIA.
Discovery Studio Modeling Environment, Release 2020. San
Diego) vasitasiyla .sdf dosya formatindan .pdb dosya formatina
cevrilmigtir. Belirtilen dogrultuda, enzim ve antiviral bilesikler
gerekli hazirlik islemleri tamamlanmis olup molekiiler
kenetlenme analizine gegilmistir.

2.1.1. Molekiiler Kenetlenme Analizi

Hedef olarak belirlenen SARS-CoV-2 MP™ proteininin 3-
boyutlu yapisi ile piyasada mevcut antiviral bilesiklerin biyolojik
etkinlik tahminini ve etki mekanizmasim aydinlatabilmek igin
yapi temelli (hedef yap1 tabanli) bilgisayar destekli ilag tasarim
yontemi olan molekiiler kenetlenme analizi uygulanmigtir.

Molekiiler  kenetlenme  (docking) yontemleri igin
gelistirilmis ¢esitli uygulamalar bulunmaktadir. Caligmamizda,
bu uygulamalardan biri olan AutoDock 4.2 (Morris vd., 2009) ile
molekiiler kenetleme analizleri  gergeklestirilmistir.  Bu
uygulamada, ligand yapilarinin esnek olarak hedef enzimin
baglanma bdlgesine en kararli sekilde baglanmasmi saglamak
icin genetik algorithmalardan yararlanilmaktadir. Bu dogrultuda,
bu analiz i¢in ligand molekiilin hedef enziminin baglanma
bdlgesine optimum konformasyon taramasi amaciyla hibrit bir
genetik algoritma olan Lamarckian Genetik Algoritmas1 (LGA)
kullanilarak N4X = 2.500.000, Njin¥ =27.000 standart

core—evals
parametrelerle 100 ¢alistirma adimi (kosum) uygulanmustir.
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Bu algorithmada, ¢oziim igin {retilecek popiilasyonlar
caprazlama, mutasyon, se¢im vb. oprasyonlar ile elde
edilmektedir. Bu islemlerin hemen ardindan da lokal arama
(LA) islemi gergeklestirilmektedir. Lokal arama isleminde
popiilasyonun  bir alt kiimesinde lokal optimizasyon
uygulanmaktadir. Her ¢6ziim bir genotip olarak kodlanmakta ve
Ngenes olarak ifade edilmektedir. LGA kosum siiresi, mevcut
puan degerlendirmeleri ve evrim adedi tarafindan belirlenir.

(Solis-Vasquez vd., 2020). LGA algoritmasinin ¢aligtirmasi
NMAX

stireci  varsayillan  olarak score—evals =2.500.000  veya
N;’é‘,"l’s‘ =27.000 smurlarindan birine ulastiginda sona erer. Bu

algoritmanin ¢aligma prensibi
verilmistir.

olan algoritma Sekil 1’de

Algoritma 1 : Lamarckian Genetik Algoritmasi (LGA)
Function AutoDock
/ = Yiiksek Seviye Paralellestirme = /
for each LGA-kosum do
while (Nycore-cvats < NMAX ) and (Nygens <
/ = Orta Seviye Par: alelle stirme = /
GA (popiilasyon)
/= Orta Seviye Paralellestirme */
for ¢oziim in rassal-altkiime (popiilasyon) do
| LS (get-genotip (goziim))

NMAX) do

ens

Sekil 1. Lamarckian Genetik Algoritmasi (LGA)

Bu LGA algoritmasin ¢aligma prensibi sonucunda ligandin
farkli pozlari iiretilir. Uretilen herbir ligand pozu ile enzim
arasindaki etkilesim enerjilerinin hesaplamasi i¢in skorlama
fonksiyonlarindan faydalanir (Sekil 2).

Bu skorlama fonsksiyonunda belirtilen her bir ligand pozu
ile enzim yapisi i¢in enzim ve ligand molekiiliin bagsiz
durumlarindaki intramolekiiler , ligand ve enzimin birbiriyle
bagli durumdaki intermolekiller enerjileri ve baglanma
sirasindaki  konformasyonel entrolpinin (AS) iteratif olarak
hesaplanarak toplam serbest enerji (AG) Denklem (1)’e gore
bulunmaktadir.

Algoritma 2: Skorlama Fonksiyonu (SF)

/* Diisiik Seviye Paralellestirme */
Function SF (genotip)
for each rot-bilesen in Npoz.ror do
L PozHesaplama

for each lig-atom in N do
| InterMolEtkilesim

for each intra-cift in Niyyg katki do
L IntraMolEtkilesim

Sekil 2. Skorlama Fonksiyonu (SF)

AG = (Vyagh, —
+( bagll

Vbagszz) + (Vbaglz Vbagmz)

1)
bagszz + ASkonf)
Denklem (1)’de, V notasyonu ile ifade edilen enerjiler,
sirastyla Denklem (2)’de verilen, Lennard-Jones, Hidrojen bag,
elektrostatik, ¢oziiniirlilk deger tahminlerinden olusur.

V = Wpaw Xi j <% - r”) + Whpag 2, E () <i - TT‘{)>
ij ij Tij ij (2)
aiq
+VVelec Zl} s(rl])i + Wsol Z”(S i+ S V) e( r”/Zcr )
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3. Arastirma Sonuclari ve Tartisma

3.1. Molekiiler Kenetlenme Sonuclari

Molekiiler docking analizlerine gore, SARS-CoV-2 MP™
enziminin kristal yapisinda mevcut olan N3 inhibitdrii (referans
inhibitor) i¢in baglanma serbest enerjisi -8.31 kcal/mol olarak
hesaplanmistir. Diger 15 adet antiviral bilesikler ise N3
inhibitoriine gore negatif yonde yiiksek baglanma serbest enerji
degerine sahip olarak bu referans bilesige gore hedef enzime
daha iyi baglanma affinitesi (ilgisi) gostermistir. Bu bilesikler
arasindan ise Lopinavir bilesigi -10.85 kcal/mol baglanma
enerjisi ile SARS-CoV-2 MP® enzimine en iyi baglanma
affinitesi gosteren antiviral bilesiktir (Tablo 1).

Tablo 1. Molekiiler docking analizi sonucunda herbir bilesik ile
SARS-CoV-2 MP™ enziminin baglanma enerjisi degerleri

Kimyasal bilesik adi Baglanma Enerjisi (kcal/mol)
Reference Inhibitor (N3) -8.31
Lopinavir -10.85
Ritonavir -8.43
Darunavir -10.02
Nafamostat -9.51
Loperamide -9.02
Umifenovir -8.36
Imatinib mesylate -10.35
Dasatinib -8.73
Selumetinib -8.57
Trametinib -9.27
Rapamycin -8.31
Saracatinib -9.47
Fluphenazine -8.57
Thiethylperazine -8.88
Camostat -8.42

Kristal yapidaki referans bilesik N3, His41 ile pi-sigma,
Met165 ile pi-siilfiir, Leul41 ile alkil, His163 ve His164 ile pi-
alkil, Glul66, Argl88, Thr190, GInl89 ile hidrojen bag
etkilesimleri meydana getirmistir (Sekil 3).
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Interactions

I:] van der Waals E Pi-Sigma
:l Conventional Hydrogen Bond l:l Pi-Sulfur
[] carbon Hydrogen Bond [ Pi-Pi T-shaped
I unfavorable Donor-Donor [ Alkyt

D Pi-Donor Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

Sekil 3. Molekiiler docking analizi sonucunda SARS-CoV-2 MP™
enzimi ile N3 inhibitorii (referans inhibitor) ile etkilesim
bélgesinin 2-boyutlu gosterimi

Baglanma ilgisi en yiiksek olan Lopinavir bilesigi ise Mpro
enziminin baglanma boélgesinde enzim aktivitesinde énemli role
sahip olan Glul66, GInl189, Leul4l, Serl44 ve Cysl4b
aminoasitleri ile hidrojen bag etkilesimi, Cys44 ve Met 49 ile pi-
stilfiir, His163, Pro168 ve Met 165 ile pi-alkil bag etkilesimleri
olusturmustur (Sekil 4).

52
Interactions
[ ven der waals [ Fi-sulfur
[ conventional Hydrogen Bond [ Alkyt
B vunfavorable Donor-Donor [ pi-Alkyt

Sekil 4. Molekiiler docking analizi sonucunda SARS-CoV-2 MP™
enzimi ile Lopinavir bilesigi ile etkilesim bolgesinin
2-boyutlu gosterimi

4. Sonug¢

Yapilan bu c¢alisma sonucunda, klinik c¢aligsmalarda
kullanilan 15 adet antiviral bilesigin COVID-19 ilag tedavisine
yonelik SARS-CoV-2 MP?ya karst biyolojik etkinlikleri
bilgisayar destekli ilag tasarim yoOntemleri ile incelenmistir. Bu
analiz sonuglarina gore, incelenen 15 adet bilesik enzim yapisina
ait referans bilesige gore daha iyi biyolojik etkinlik gdstermis

e-ISSN: 2148-2683

olup, hedef enzimin Katalitik aktivitesinde 6nemli role sahip
aminoasitlerle uzak bag etkilesimeleri sergilemiglerdir. Bu
bilgiler dogrultusunda, ilerleyen asamalarda incelenen bu
inhibitdr yapilarmin molekiiler docking yontemi ile tahmin
edilen pozunun kararli olup olmadigini ve protein yapisinda bir
konformasyon degisimleri incelemek igin molekiiler dinamik
simiilasyon ¢aligmalarinin yapilmasi planlanmaktadir.

Elde edilen bu veriler sonucunda, COVID-19 tedavisine
yonelik daha etkin yeni antiviral ilaglarin daha hizli, isabetli ve
giivenilir sekilde klinik ¢aligmalarinin yapilmasina olanak
saglanacaktir. Ayrica bu ¢alisma, bu viriis ile ayni aileye sahip ve
genomik olarak olduk¢a benzerlik gosteren diger insan
koronaviriislerin SARS-CoV, MERS-CoV gibi yol actigi
enfeksiyon ile miicadeledeki ilag gelistirme calismalari iginde
onemli bilimsel katkilar sunacaktir.

5. TesekKkiir

Bu calismada, molekiiller docking yoOntemine ait
hesaplamalar icin TRUBA kaynaklarinin kullanilmasina olanak
saglayan TUBITAK ULAKBIM e tesekkiir ederiz.
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