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COVID-19'a yol agan SARS-CoV-2 virisinin yapisina yonelik yapilan ¢alismalarda,
SARS-CoV-2 viriisiniin Ana Proteaz enziminin (Mpro) 2002 yilinda ortaya ¢ikan SARS-
CoV virlistiniin Mpro enzimine %96 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. SARS-
CoV ve SARS-CoV-2 i¢in halen ilag bulunamamis oldugundan genis spektrumlu antiviral
ilaclarin gelistiriimesi buyuk énem arz etmektedir. Bu ¢alismada, baska hastaliklar
icin kullanilan FDA (Food and Drug Administration) onayl antiviral ilag molekdllerinin
ve literatiirde yer alan SARS-CoV ve SARS-CoV-2 icin in vitro biyolojik testlerde aktif
oldugu bulunan aday ilag molekillerinin Mpro’ya baglanma enerjileri AutoDock Vina
ile hesaplandi. GC-376 kodlu molekilin en dislik baglanma enerjisine sahip oldugu
bulundu (-8,0 kcal/mol). Ayrica, Mpro’ya kovalent baglanabilecek bor iceren molekdllerin
tasarlanma imkani arastirildi. Mpro enziminin aktif kisminda, yan zincirlerinde -OH grubu
olan THR24, THR25, SER46 ve SER144 amino asitlerinin, boronik asit grubu iceren
ilac molekulleriyle kovalent baglanma yapmaya uygun durduklari bulundu. Bor igeren
kanser ilaci Bortezomib’in de Mpro’yu inhibe edebilecegi 6ngorildi ve baglanma enerijisi
hesaplandi (-7,0 kcal/mol). Bortezomib Gizerindeki boronik asit grubunun yeri degistirilerek
elde edilecek regioizomerlerinin, Mpro’nun THR24, THR25, SER46 ve SER144 amino
asitlerinin -OH gruplariyla kovalent baglanmaya elverisli pozisyonlara sahip olmalari ve
bu enzimi daha kuvvetli inhibe etmeleri beklenmektedir.

Investigation of active site of SARS-CoV-2 MPro enzyme and potential of
boron based drug development by molecular docking method
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In researches on the structure of the SARS-CoV-2 virus that leads to COVID-19 it was
found that its Main Protease enzyme (Mpro) has 96% similarity to Mpro of SARS-CoV
virus that emerged in 2002. Since there are still no drugs for SARS-CoV and SARS-
CoV-2 viruses, it is quite important to develop broad spectrum antiviral drugs. In this
study, binding energies of FDA (Food and Drug Administration) approved antiviral drug
molecules and candidate drug molecules found to be active in in vitro biological tests
for SARS-CoV and SARS-CoV-2 in the literature to Mpro were calculated by using
AutoDock Vina. It was found that GC-376 gave the lowest binding energy (-8.0 kcal/
mol). Also, the possibility of designing boron containing drugs, which can covalently bind
to Mpro, was investigated. It was also found that amino acids THR24, THR25, SER46
and SER144, which have -OH side chains and placed in the active site of Mpro, are
able to form covalent bonds with drug molecules containing boronic acid group. It was
also predicted that boron containing cancer drug Bortezomib can also inhibit Mpro and
its binding energy was calculated (-7.0 kcal/mol). It is expected that the regioisomers of
Bortezomib obtained by changing the place of boronic acid group on it will have better
positions to covalently bind to -OH side chains of THR24, THR25, SER46 and SER144
amino acids of Mpro and inhibit the enzyme more strongly.

1. Giris (Introduction)

2019 yilinin sonunda Cin’'in Wuhan kentinde, korona-
virls ailesine ait olan yeni bir virs ortaya gikarak kisa
surede tim dinyaya yayildi [1]. Solunum yolu enfek-

siyonuna neden olan bu viris, SARS-CoV virlisiine
benzerliginden dolayi SARS-CoV-2 olarak isimlendi-
rilmis, hastaliga ise COVID-19 denilmistir [2]. 11 Mart
2020’de Diinya Saglk Orgiti (DSO) tarafindan pan-
demi ilan edilen COVID-19 [3], sebep oldugu saglik
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krizi ve ekonomiye olan agir etkisiyle hayatimizi olum-
suz yonde etkilemeye devam etmektedir.

COVID-19 ile mucadele edebilmek igin hem tedavi
hem de korunma ydntemlerinin gelistiriimesi oldukca
Onem arz etmektedir. Bor Arastirma Enstitusu (BO-
REN), gelistirdigi bor icerikli el dezenfektani BOREL
ve virlsun hava yoluyla bulagsmasini azaltacak hava
dezenfektani BORTAM ile hastaligin daha hizli ya-
yilmasini engellemek icin katki saglamistir. Korunma
yontemleri hastaligin yayilma hizini disurse de etkili
tedavi yontemlerinin gelistiriimesi elzemdir.

Hizla yayilan ve agir sonuglara neden olan COVID-
19'un tedavisi i¢in bilim dinyasi yogun c¢aba sarf et-
mektedir. 2020 yili sonu itibari ile FDA (Food and Drug
Administration) ve EMA (European Medicines Agency)
tarafindan onaylanan asilarin ulasilabilir olmasi ge-
lecek icin umut verici olsa da bu agilarin tim dinya
ndfusuna kisa strede uygulanmasi mimkin degildir.
Ayrica, virisin mutasyona ugramasi asinin etkinligi-
nin azalmasina da yol agabileceginden acil olarak ilag
gelistirilmesi zorunludur.

COVID-19'a yol agan SARS-CoV-2 virislnun ana
proteaz enziminin (MPro) 2002 yilinda ortaya gikan
SARS-CoV virlistinin MPro enzimine %96 oraninda
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir [4]. MPro enzimi,
viral RNA'nin insan hlcresinde sentezlettigi poliprote-
inleri parcalayarak fonksiyonel viral proteinler olusma-
sina neden olur ve bu sayede virlis ¢gogalir. Bu neden-
le MPro enziminin inhibe edilmesi viral replikasyonu
engelleyeceginden ilag gelistirmede bu enzim ¢ok kuv-
vetli bir hedetftir.

Literatiirde SARS-CoV virlslini hedef alan ¢alismalar
bulunmaktadir [5,6]. SARS-CoV virlisl sadece uzak
dogu ulkelerini etkiledigi ve varhgi kisa surdugu icin
bu konuda ila¢ gelistirme calismalari da daha fazla
surdurtlmemistir. Ancak, SARS-CoV virtisinin MPro
enzimini inhibe edebilecek bir ilag gelistiriimis olsaydi
glnimuzde yasadigimiz pandeminin seyri degisebilir-
di. lleride ortaya c¢ikabilecek benzer ve belki daha da
olumcul olabilecek virtslere karsi etkin olabilecek ge-
nis spektrumlu antiviral ilaglarin gelistiriimesine ihtiyag
vardir.

Yeni ilag gelistirmek ¢ok uzun suren bir proses oldu-
gu icin var olan ilaglarin yeniden konumlandiriimasina
(drug repurposing) oncelik verilmektedir. Bu ¢alisma-
da, baska hastaliklar i¢in kullanilan FDA onayli antiviral
ilag molekdullerinin ve literaturde yer alan bazi SARS-
CoV ve SARS-CoV-2 igin in vitro biyolojik testlerde
aktif oldugu bulunan aday ilag molekullerinin MPro’ya
baglanma enerijileri AutoDock Vina programi [7] ile he-
saplandi. Baglanma enerjisi ve biyolojik aktivitesi iyi
¢ikan molekdllerin agir semptom gdsteren hastalarda
degerlendiriimesi hayati 6nem tagimaktadir. En disik
baglanma enerjisine sahip ila¢g molekdllerinin MPro ile
etkilesimleri de incelenerek COVID-19’a karg! potan-
siyel ilag olarak kullanilabilecek olanlar énerildi. Ayri-
ca COVID-19’a karsi bor iceren ilag tasarimi imkani-

ni gostermek icin MPro enzimin aktif kismi incelendi.
Bor iceren Bortezomib kanser ilacinin da yapi olarak
MPro’yu inhibe edebilecegi 6ngortilerek baglanma he-
saplamasi yapildi.

2. Malzemeler ve Yontemler (Materials and Methods)

Literatirden alinan ilag molekullerinin MPro’yu inhi-
be etme potansiyelini incelemek igin agik bir kaynak
olan AutoDock Vina programi kullaniimigtir. Bu prog-
ram ile MPro’nun kristal yapisini detayli olarak incele-
mek mimkindir. Bu sayede enzimin aktif kismindaki
amino asitlerin yan zincirlerindeki gruplarin ézellikleri
incelenerek bu amino asitlerle uyumlu hidrofilik, hidro-
fobik, polar, apolar, Hidrojen bagi, m-istiflenmesi, ha-
lojen bagi [8] gibi etkilesimlerle enzime iyi baglanan
aday ilag molekidilleri tasarlanabilir. Cl, Br ve | atom-
larinin oksijen ve azot atomlariya yaptiklari (C-X)-O
ve (C-X)'N etkilesimlerinden dogan zayif bir bag olan
halojen baginin guiict hidrojen bagina yaklagsmaktadir.
Anizotropik yuk dagihmi sonucu (C-X) ekseni boyunca
halojen atomlarinin ug¢ noktalari kismi pozitif bir ylke
sahip olup, oksijen ve azot atomlarina yaklastiklarinda
halojen bagi yapmaktadirlar. Tek-nokta hesaplama-
lari sonucu d(X-O) uzunluklarinin halojen ve oksijen
atomlarinin yarigaplari toplamindan ¢ok daha kisa ol-
duklari bulunmustur. Halojen baglarinin giict Cl <Br <I
=~H seklinde degismektedir. (C-X)-O acisi genel olarak
180° ye yaklasmakta olup bu agi ¢ok dizenli biyolojik
sistemlerde daha ¢ok degiskenlik gostermektedir. Ha-
lojen bagi her ne kadar zayif bir bag olsa da biyolojik
sistemlerde molekiillerin baglanma konformasyonlari-
ni belirleyici bir dneme sahiptir. Aday ila¢ molekille-
rinin enzime baglanma sekilleri ve enerjileri hesapsal
kimya ydntemleriyle tespit edilebilir. AutoDock Vina
Ozellikle molekullerin baglanma sekillerini oldukga iyi
hesaplayabilmektedir. Baglanma enerjileri ve sekille-
ri iyi gtkan molekdiller Gzerinde degisiklikler yapilarak
tekrar baglanma enerjileri hesaplanabilir. Boylece ite-
rasyon yoluyla, en iyi sonug veren molekiller daha da
fonksiyonlastirilarak ilag adayi haline getirilebilir.

3. Sonuglar ve Tartisma (Results and Discussion)

3.1. Hedef Enzimin Analizi (Analysis of the Target
Enzyme)

SARS-CoV-2 virlisinun proteinlerinin yapilari ile ilgili
bilgilere Protein DataBank (PDB) tzerinden ulagsmak
mumkuandur. MPro enziminin farkli ¢ézinurliklerde
X-ray yapilari rapor edilmistir. En yliksek ¢6zunurlikld
MPro yapilarindan biri 6YB7 kodlu 1,25A ¢6zinirli-
gundeki ligandsiz MPro X-ray kristal yapisidir [9]. Bu
calismada da bu yapi kullaniimigtir.

MPro enziminin aktif bolgesi, enzimin katalitik 6zelli-
ginden sorumlu Histidin (HIS41) ve Sistein (CYS145)
amino asitlerinin yer aldigi bolgedir (Sekil 1).

6YB7 kodlu MPro enziminin yapisi AutoDock progra-
minda agilarak enzimin her tarafindaki su ve DMSO
solvent molekiilleri silindi ve enzim pdb. formatinda
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Sekil 1. Histidin ve Sistein amino asitlerinin yapilari (Struc-
tures of Histidine and Cysteine amino acids).

tekrar kaydedildi. MPro enziminin yapisi Sekil 2’de
gOsterilmistir.

Sekil 2. COVID-19 virlist ana proteaz enzimi (MPro) (COV-
ID-19 virus main protease enzyme).

Daha sonra HIS41 ve CYS145 amino asitlerini ¢ev-
releyen bolgedeki amino asitler tek tek secilerek bu
boélge aktif kisim olarak belirlendi (Sekil 3 ve Sekil 4).

Aktif bolge icerisinde yer alan toplam 40 tane amino
asit sunlardir: THR24, THR25, THR26, LEU27, HIS41,
VAL42, ILE43, CYS44, THR45, SER46, ASP48,
MET49, LEU50, TYR54, TYR118, ASN119, SER139,

PHE140, LEU141, ASN142, GLY143, SER144,
CYS145, HIS163, HIS164, MET165, GLU166,
LEU167, PRO168, THR169, GLY170, HIS172,

VAL186, ASP187, ARG188, GLN189, THR190, AL19,
GLN192, ALA193.

Aktif bolge belirlendikten sonra, proteinin yapisi grafik
Ozellikleri iyi olan PyMol programinda agilarak ince-
lendi. Sekil 3’deki gibi renklendirilerek tespit edilen bu
40 tane amino asitin olusturdugu aktif kisim Sekil 4’'te

Sekil 3. MPro enzimi ve aktif bolge. Aktif bolgedeki amino
asitler sari, mavi, yesil, turuncu, kirmizi ile renklendirilmistir
(MPro enzyme and active site. Amino acids placed in the active site
were colored as, yellow, blue, green, orange, and red).

daha yakindan gdsterilmistir. Aktif kismin merkezinde
MPro enziminin katalitik aktivitesinden sorumlu HIS41
(mavi) ve CYS145 (sar1) amino asitleri gérilmektedir.

AN \ I~ ~
/asn<agf w[J_I/ 1

Sekil 4. MPro enziminin aktif bélgesi ve enzimin katalitik ak-
tivitesinden sorumlu HIS41 (mavi renkli) ve CYS145 (yesil
renkli) amino asitleri (Active site of MPro enzyme and amino ac-
ids HIS 41 (blue) and CYS 145 (green), which are responsible for

catalytic activity of enzyme).

3.2. Literatiirdeki Molekiillerin MPro’ya
Baglanmalarinin Hesaplanmasi (Calculation of
Binding Energies of Molecules in Literature)

Kapsamli literatlr taramasi yapilarak, su ana kadar
COVID-19 virGsune karsi in vitro biyolojik testlerde ak-
tif oldugu bulunan aday ilag molekdllerinin ve baska bir
amag icin kullanilan FDA onayli antiviral ila¢ molekul-
lerinin MPro’ya baglanma enerijileri AutoDock Vina ile
hesaplanmistir. In vitro biyolojik testlerde aktif oldugu
belirlenen molekdllerin aktiviteleri, her molekilin ¢a-
lismasina ait referans numarasi ve bu 25 molekilin
MPro enzimine baglanma enerjileri Tablo 1’de veril-
mistir.

Bu molekillerin COVID-19 biyolojik aktivitelerini de-
gerlendirmek icin EC,, ve IC,, degerleri gereklidir.
Aday ila¢ molekulln biyolojik aktivitesi, viristun hicre
icindeki cogalmasini engellemek seklinde dlgtlmusse
EC,, olarak; virisin izole edilmis MPro enziminin ka-
talitik aktivitesini engellemek seklinde Olgliimusse IC,,
olarak raporlanir. EC, degeri 6lgllurken virsin tama-
mi Gzerinden bir inhibisyon var mi diye bakilirken, 1C,
icin ise yalnizca virasun izole edilmis MPro proteininin
aktivitesini engelleyip engellemedigine bakilir. Yani,
EC,, degeri iyi olan bir aday ilag molekuli virisun igi-
ne girdikten sonra MPro enzimine baglanip engelleme
gerceklestirebildigi gibi, viristin diger enzimlerine de
baglanabilir. Bir ilag molekull igin EC,; ve IC,; kon-
santrasyon degerleri ne kadar disuk olursa, o kadar
iyi inhibe ettigi anlamina gelir.
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Tablo 1'de molekiller baglanma enerjilerine goére si-

ralanmistir.

Bu molekillerin yapilariyla baglanma

enerjileri  karsilastinldiginda MPro’ya iyi baglanan
molekullerin genis hacimli molekuller oldugu; zayif
baglananlarin ise kiguk hacimli molekiller oldugu goé-
rulmektedir. MPro enzimine en iyi baglanan molekdl

-8,0 kcal/mol baglanma enerijisiyle 1 numarali GC-376
molekulidir. Bu molekulin MPro enzimine kovalent
olarak baglandigi X-ray yapisi 7JSU koduyla rapor
edilmistir [22]. Bu kovalent bag butun etkilesimlerden
kuvvetli oldugu igin, X-ray yapisinda gortilen moleku-
[Gn konformasyonu diger etkilesimlerden ¢ok kovalent

Tablo 1. Literatirde SARS-CoV ve SARS-CoV-2 virUslerine karsi biyolojik testlerde aktif oldugu belirlenen molekdllerin
yaplilari, biyolojik aktiviteleri ve bu ¢calismada hesaplanan SARS-CoV-2 MPro enzimine baglanma enerjileri (The structures
and the biological activities of the molecules that are found to be active in biologicals tests in literature and their SARS-CoV-2 Mpro binding
energies calculated in this work).

Bilegik Literatiirdeki Literatiirdeki
(referans SARS-CoV- SARS-CoV'a Baglanma
No | makaledeki Molekill Yapisi 2°'ye Karsl karsi Ref Enerijisi
ismi veya Biyolojik Biyolojik (kcal/mol)
kodu) Aktivitesi Aktivitesi
0
. CC.376 C\, u\j\ [ % ot | 1G=0.030 = 0 80
X O\II’N <N \rsb 0,008 uM ’
o =\|/ H
=
l P
NH o
NH - O 1C50=0,040
NH 50=0,
2 b o L Qt 0,002 iM 1 1.8
0
7 %y
£
Emetine _
3 hydrochloride ECs0=0,46 uM 12 7,4
H
O+ N
b
4 13b o ™ 0 o ICs0= 0,67 ¢ ICs0=10,90 ¢ 13 73
Q\OJLNHJQTN\,JLNHﬁNH | 018uM 0,29 UM
o} \V (o] =
NH
H 0
5 Nafamostat ZN )l\@ ECs0=10 nM 14 -7,3
0 NH
NH “MH,
O\ N\
0 N 0 o 1C50=2,39 ¢
6 13a [ b , 13 7.2
>LDJLNH N\__)LNH NHA 0.63 uM
o] D e}
e
N
7 Indometacin Y I1C50=1 uM 15 -7,2
o OH
[e]
,""\Q‘,»OH
L
HT’ =0
S o wOH
8 | Nelfinavir ﬂ"ﬁ]f ~ o ECs0=1,13 pM 16 7.2
N N NN
oA
\ N H
X
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Bilegik Literatiirdeki
(referans Literatlirdeki SARS- SARS-CoV’ a Baglanma
No | makaledeki Molekiil Yapisi CoV-2’ye karsi karsi Ref Enerjisi
ismi veya Biyolojik Aktivitesi Biyolojik (kcal/mol)
kodu) Aktivitesi
7o
9 Remdesivir ECs0=23,15 pM 12 -7,2
10 Baicalein 1C50=0,39 0,12 pM 17 71
0
11 Bortezomib N NH 18 -7,0
=7 TNH ,
» i I
N Ho""~oH
H
Oy.N
E LY
12 14b | \N\JOL 9 Neredeyse Inaktif 13 -7.0
H " NH NH ‘ S
o \V 0 7
H
O. N
N
13 11 ol | f i IC50=0,18 + 0,02 pM 13 6,9
= + -
' T NH‘_)LNH NH s e e =RAcH ‘
o] \O o =
H
o] N
4
9 o ICs0=1,95%
14 Ta @W"Hﬂmnﬁw & 0,24 uM 19 6.9
0 N O l /
Q0
I =
e
NH 0
15 11a NH O I1C50=0,053 + 0,005 pM 11 6,9
6 g NH
i NH
0
H
‘,.
e
e
16 |  Lopinavir e ECs0=26,63 uM 12 6,8
O 'f o
N
Y
HO_/ HO
. OCH.
—0 3
17 | Homeharringt o oA ECs0=2,55 pM 12 68
onine H™
o H—
N—
H, H Oy NHy
N
18 Boceprevir N o 1C50=4.13 £ 0,61 yM 10 -6,7
H H
@]
Ky
o i
[
N
19 Atazanavir j\ oH o ECs0=2,0 + 0,12 uM 20 -6,5
~ g e LN NHTI,O\
o]} = Q
]
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Bilesik . . . . . .
Literatiirdeki Literatiirdeki N
(referans ) SARS-CoV-2’ye | SARS-CoV’a Baglanma
No | makaledeki Molekiil Yapisi A 3 h L Ref Enerjisi
ismi veya karsi Biyolojik karsi Biyolojik (kcalimol)
kodu) Aktivitesi Aktivitesi
H
Oy M
s
20 11f ﬂ\ i o 1Cs0> 50 uM 19 -6,3
07 NH NH | =
o =
Calpain j\ P ”\/U
21 inhibitgrﬁ il o N ”\;)J\rr” " | IC50=0,45 0,06 uM 10 6,0
Hoo _ﬁ 0
J\/\/l/
. HN N~
22 | Chloroquine I ECs50=2,71 yM 21 -6,0
ci NT
J\/\/FAOH
N\/
2| oo e ECs0=4,51 1M 21 57
S
A
-
24 |  Calpain Bt g IC50=0,97 + 0,27 uM 10 54
inhibitéri I e =09 £ 027 M >
0 \r 0
o
25 | Favipiravir F\[N‘fLNHQ ECs0>100 uM 12 45
N7 OH

baga gore belirlenmistir. Bu nedenle molekilin fenil
halkasi herhangi bir etkilesim gosteremedigi bir pozis-
yonda durmaktadir.

MPro enzimine ikinci en iyi baglanan molekil ise -7,6
kcal/mol baglanma enerjisiyle 11b kodlu bilesiktir. Bu
molekulin MPro enzimi ile etkilesimi Sekil 5'teki gibi-
dir.

Sekil 5'te ortada kirmizi renk ile gosterilen molekilin,
enzimin HIS41 (ortada, mavi) ve CYS145 (ortada,
turuncu) amino asitlerini iceren aktif kisminin Ustine
oturdugu goérilmektedir. Molekulin enzimin aktif kis-
mindaki pozu daha detayli incelendiginde, molekil
Uzerindeki fenil, benzoindol ve indolin halkalarinin
adeta ters cevrilmis bir Ggayak seklinde aktif kisma

Sekil 5. 11b kodlu molekilin (kirmizi) MPro enziminin aktif
kismiyla etkilesimi (Interaction of 11b coded molecule (red) with
the active site of MPro enzyme).

o~

yerlestigi gorilmektedir. Bu aday ilag molekdlinin
MPro enzimine karsi biyolojik aktivitesi IC, =40nM ile
ilag olmaya yakin bir konsantrasyon olarak rapor edil-
diginden, bu bilesik ve turevleri ilag olmak i¢cin umut
vadetmektedirler.

IC,, degerleri rapor edilen diger molekuiller igin MPro
enzimine baglanma enerjileri -7,3 kcal/mol ile -6,7 kcal/
mol arasindadir (24 no’lu Calpain Iinhibitéri Il harig).
Bu baglanma enerji araligindaki molekullerin biyolojik
aktivitesi de iyi oldugundan, yeni ila¢ tasarlarken -6,7
kcal/mol ve asagi ¢cikan molekiller hedef olarak dneri-
lebilir. Bortezomib de -7,0 kcal/mol baglanma enerjisi
ile bu molekullerden biridir.

3.3. Bortezomib ve Regioizomerlerinin MPro
Enzimini inhibe Edebilme Kapasitelerinin ve Borlu
ilag Imkaninin Incelenmesi (Investigation of MPro
Enzyme Inhibition Capacities of Bortezomib and Its
Regioisomers and Possibility of Boron Containing Drug)

Boronik asit iceren molekillerin bor atomu Uzerinden
-OH grubu iceren molekullerle borat esterleri yoluyla
kovalent bag yaptigi bilinmektedir [23]. Borun bu kova-
lent bag yapabilme kabiliyetinden dolayi, borlu ilag ta-
sarimi yaygin olarak yapilmaktadir. Boronik asit grubu
iceren Bortezomib kanser tedavisinde kullanilan FDA
onayl bir ilacgtir. Bortezomib’in yapisi incelendiginde,
bu calismada hedef olarak secilen MPro enziminin ak-
tif kismina oturmaya uygun bir geometriye sahip ol-
dugu gorulmustir. AutoDock Vina ile yapilan hesapla-
ma, baglanma enerijisini -7,0 kcal/mol olarak vermistir
(Tablo 1).
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Bortezomib’in gerek baglanma enerijisinin iyi seviye-
de cikmasi gerekse aromatik halkalarinin ve hidrofo-
bik izobutil grubunun olusturdugu geometrisinin MPro
enziminin aktif kismina oturmaya elverigli olmasi ne-
deniyle baglanma modlari daha detayl incelendi. He-
saplama sonucunda elde edilen Bortezomib’in 9 ayri
konformerleri icin baglanma enerjileri Tablo 2’de ve-
rilmistir.

Tablo 2. Bortezomib’in farkli modlarinin MPro’ya baglanma
enerijileri (MPro binding energies of different modes of Bortezomib).
Baglanma Enerjisi
Mod (kcal/mol)

7,0
6,7
6,6
6,6
6,4
6,2
-6,1
-6,1
6,1

© 00 N O 0 b~ WON =

Bortezomib’in bu modlarinin MPro’ya baglanma se-
killeri incelenerek, PRO168 ile GLU189 amino asit-
lerinin arasinda kalan hidrofobik cebe nasil girdikle-
rine bakildi (Sekil 6). Bu cep hidrofobik oldugundan
Bortezomib’in izobitil grubunun bu bdlgeye girmesi
beklenmektedir. Ancak, enerijisi en iyi konformer olan
Mod-1’in (-7,0 kcal/mol) izob(til grubunun bu bdlgeye
girmedigi goruldi. Bortezomib’in diger modlari ince-
lendiginde, Mod-4 ve Mod-7 konformerlerinin izobutil
gruplarinin bu hidrofobik cebe girdikleri goruldd. Bu iki
konformerden bu bdlgeye en iyi Mod-4 oturmaktadir.

.
n\’

Sekil 6. Bortezomib’in Mod-1 ve Mod-4 konformerlerinin
MPro enzimine baglanmalari (Binding poses of Mod-1 and Mod-
4 conformers of Bortezomib to MPro).

Bu konformerlerde boronik asit grubunun yakininda,
bor atomunun kovalent bag yapabilecedi, yan zincirleri
-OH igeren amino asitler (serin ve treonin) bulunma-
maktadir. Dolayisiyla boronik asit grubunun pozisyonu
degistirilerek, enzimin aktif kisminda -OH yan grubu
iceren amino asitler olan Serin ve Treonin amino asit-
leri ile kovalent bag yapabilecek Bortezomib regioizo-
merleri tasarlanabilir. Aktif bolgede bulunan Serin ve
Treonin amino asitleri ise sunlardir;: THR24, THR25,
THR26, THR45, SER46, SER139, SER144, THR169,
THR190. Bu amino asitlerin yan zincirlerinde -OH gru-
bu olmakla beraber, sadece THR24, THR25, SER46
ve SER144 amino asitlerinin yan zincirleri aktif bolge-
nin i¢c kismina dogru bakmakta olup, digerlerinin yan
zincirleri aktif boélgenin disina bakmaktadirlar. Dolayi-
siyla, Bortezomib’in ya da tasarlanabilecek diger ilag
molekullerinin boronik asit gruplari, bu dért amino
asitin -OH gruplarinin yanina gelecek sekilde planla-
nirsa, boronik asitin bor atomunun bu amino asitlerin
-OH gruplariyla kovalent bag yaparak, ilacin enzime
kovalent olarak baglanmasi saglanabilir.

4. Sonuglar (Conclusions)

Bu calismada, FDA onayh antiviral ila¢g molekullerinin
ve literatirde yer alan ve SARS-CoV-2 i¢in in vitro bi-
yolojik testlerde aktif oldugu bulunan aday ilag mole-
killerinin MPro’ya baglanma enerijileri AutoDockVina
programi ile hesaplanmigtir. Bu hesaplamalar sonu-
cunda MPro’ya baglanma enerjisi en yliksek molekul
GC-376 (-8,0 kcal/mol) olarak bulunmus olup bu mole-
kil SARS-CoV-2 icin ilag olmaya adaydir.

MPro’ya kovalent baglanabilecek bor iceren molekil-
lerin tasarlanma imké&ni arastirimistir. MPro enzimi-
nin aktif kisminda, yan zincirlerinde -OH grubu olan
THR24, THR25, SER46 ve SER144 amino asitlerinin,
boronik asit grubu iceren ilag molekulleriyle kovalent
baglanma yapmaya uygun durduklari bulunmustur.

Bor iceren Bortezomib kanser ilacinin da yapi olarak
MPro’yu inhibe edebilecegi ongdrulerek baglanma
enerjisi hesaplanmistir (-7,0 kcal/mol). Bortezomib’in
Mod-4 konformerinin PRO168 ile GLU189 amino asit-
lerinin arasinda kalan hidrofobik cebe girdigi gorul-
mustur. Bortezomib Uzerindeki boronik asit grubunun
yeri degistirilerek THR24, THR25, SER46 ve SER144
amino asitlerinin -OH gruplariyla kovalent baglanmaya
elverisli bir pozisyona getiriimesiyle elde edilecek regi-
oizomerlerinin bu enzimi daha kuvvetli inhibe etmesi
beklenmektedir.

Bortezomib ya da bor iceren aday ilag molekiillerinin
kovalent doking ile Mpro’ya baglanmalari daha detayl
incelenebilir. Bunun icin yine AutoDock Vina progra-
mi kullanilarak “Flexible Side-Chain” metodu [24], ya
da yine AutoDock Vina kullanilarak kovalent baglanan
molekulleri bulmak igin kullanilan ancak kovalent ol-
mayan bir hesaplama yéntemi olan “Steric-Clashes Al-
leviating Receptor (SCAR)” [25] metodu uygulanabilir.

MPro enzimi i¢in borlu ila¢ imkaninin oldugu bu ¢a-
lismada gosterildiginden, Ixazomib ve Tavaborole gibi
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faz asamalarindan ge¢mis diger borlu ilaglarin MPro
enzimine baglanmalari incelenebilecedi gibi, bor ice-
ren diger aday molekuller de tasarlanip hesaplamalari
yapilabilir.

SARS-CoV-2 virlisliniin mutasyona ugramasi sonucu
surekli yeni varyantlar ortaya ciktigindan asilarin et-
kisi azalmaktadir. Son ¢ikan varyantlardan biri olan
B.1.617.2 kodlu delta varyanti baskin bir varyant ola-
rak yayllmaktadir. ilk gikan SARS-CoV-2 viriisiiniin
MPro enzimi sekansi [26] delta varyanti MPro enzimi
sekansiyla [27] BLAST veri tabanini [28] kullanarak
karsilastirildi ve %100 ayni olduklari gortldd. MPro
enziminin mutasyonlardan etkilenmedigi goruldagun-
den ve 2002 yilinda ortaya ¢gikan SARS-CoV virlsu
MPro’suna %96 oraninda benzerliginden dolayi gerek
farkli varyantlara karsi micadelede gerekse ileride or-
taya cikabilecek yeni koronavirus tiurlerine kargi mu-
cadelede MPro enzimini hedef alan ila¢ gelistirmenin
onemi bir kez daha gérulda.

Kaynaklar (References)

[1] Tay, M. Z., Poh, C. M., Rénia, L., MacAry, P. A., & Ng, L.
F. P. (2020). The trinity of COVID-19: Immunity, inflam-
mation and intervention. Nature Reviews Immunology,
20, 363-374.

[2] World Health Organization. (2020). WHO Director-Gen-
eral’s Remarks at the Media Briefing on 2019-nCoV on
11 February 2020. https://www.who.int/director-general/
speeches/detail/who-director-general-s-remarks-at-the-
media-briefing-on-2019-ncov-on-11-february-2020.

[3] World Health Organization. (2021). COVID-19 Situa-
tion Reports, Weekly epidemiological update on COV-
ID-19-15 June 2021. https://www.who.int/publications/m/
item/weekly-epidemiological-update-on-covid-
19-15-june-2021.

[4] Wu, F., Zhao, S., Yu, B., Chen, Y. M., Wang, W., Song, Z.
G, .. & Zhang, Y. Z. (2020). A New Coronavirus Associ-
ated with Human Respiratory Disease in China. Nature,
579, 265-269.

[5] Gosh, A. K., Brindisi, M., Shahabi, D., Chapman, M. E., &
Mesecar, A. D. (2020). Drug development and medicinal
chemistry efforts toward SARS-coronavirus and covid-19
therapeutics. ChemMedChem, 15(11), 907-932.

Pillaiyar, T., Manickam, M., Namasivayam, V., Hayashi,
Y., & Jung, S. (2016). An overview of severe acute respi-
ratory syndrome-coronavirus (SARS-CoV) 3CL protease
inhibitors: peptidomimetics and small molecule chemo-
therapy. Journal of Medicinal Chemistry, 59, 14, 6595-
6628.

[7] Trott, O., & Olson, A. J. (2010). AutoDock Vina: improv-
ing the speed and accuracy of docking with a new scor-
ing function, efficient optimization and multithreading,
Journal of Computational Chemistry, 31, 455-461.

[8] Lu, Y., Shi, T., Wang, Y., Yang, H., Yan, X,, Luo, X,, ... &
Zhu, W. (2009). Halogen bonding-a novel interaction for
rational drug design. Journal of Medicinal Chemistry, 52,
9, 2854-2862.

[9] Owen, C. D., Lukacik, P., Strain-Damerell, C. M., Douan-
gamath, A., Powell, A. J., Fearon, D., ... & Walsh, M. A.
(2020). COVID-19 main protease with unliganded active
site. https://www.rcsb.org/structure/6YB?7.

6

—_

[10] Ma, C., Hurst, B., Hu, Y., Szeto, T., Tarbet, B., & Wang,
J. (2020). Boceprevir, GC-376, and calpain inhibitors II,
XIl inhibit SARS-CoV-2 viral replication by targeting the
viral main protease. Cell Research, 30, 678-692.

[11] Dai, W., Zhang, B., Jiang, X., Su, H., Li, J., Zhao, Y.,
... & Liu, H. (2020). Structure-based design, synthesis
and biological evaluation of peptidomimetic aldehydes
as a novel series of antiviral drug candidates target-
ing the SARS-CoV-2 main protease. BioRxiv, DOI:
10.1101/2020.03.25.996348.

[12] Choy, K., Wong, A, Y., Kaewpreedee, P., Sia, S. F,
Chen, D., Hui, K. P. Y,, ... & Yen, H. (2020) Remde-
sivir, lopinavir, emetine, and homoharringtonine inhibit
SARS-CoV-2 replication in vitro. Antiviral Research,
178, 104786.

[13] Zhang, L., Lin, D., Sun, X., Curth, U., Drosten, C., Sau-
erhering, L., ... & Hilgenfeld, R. (2020). Crystal structure
of SARS-CoV-2 main protease provides a basis for de-
sign of improved a-ketoamide inhibitors. Science, 368,
409-412.

[14] Yamamoto, M., Kiso, M., Sakai-Tagawa, Y., Iwatsuki-
Horimoto, K., Imai, M., Takeda, M., ... & Inoue, J.
(2020). The anticoagulant nafamostat potently inhibits
SARS-CoV-2 infection in vitro: an existing drug with
multiple possible therapeutic effects. BioRxiv.

[15] Xu, T., Gao, X., Wu, Z., Selinger, D. W., & Zhou, Z.
(2020). Indomethacin has a potent antiviral activity
against SARS CoV-2 in vitro and canine coronavirus in
vivo. BioRxiv.

[16] Yamamoto, N., Matsuyama, S., Hoshino, T., & Yama-
moto, N. (2020). Nelfinavir inhibits replication of se-
vere acute respiratory syndrome coronavirus 2 in vitro.
BioRxiv.

[17] Liu, H., Ye, F,, Sun, Q., Liang, H., Li, C., Li, S., ... & Lai,
L. (2021). Scutellaria baicalensis extract and baicalein
inhibit replication of SARS-CoV-2 and its 3C-like prote-
ase in vitro. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry, 36(1), 497-503.

[18] Longhitano, L., Tibullo, D., Giallongo, C., Lazzarino, G.,
Tartaglia, N.,Galimberti, S., ... & Liso, A. (2020). Protea-
some inhibitors as a possible therapy for SARS-CoV-2.
International Journal of Molecular Sciences, 21(10),
3622.

[19] Zhang, L., Lin, D., Kusoy, Y., Nian, Y., Ma, Q., Wang,
J., ... & Hilgenfeld, R. (2020). a-Ketoamides as broad-
spectrum inhibitors of coronavirus and enterovirus rep-
lication: structure-based design, synthesis, and activ-
ity assessment. Journal of Medicinal Chemistry, 63(9),
4562-4578.

[20] Fintelman-Rodrigues, N., Sacramento, C. Q., Lima, C.
R., Souza da Silva, F., Ferreira, A. C., Mattos, M., ...
& Souza1, T. M. L. (2020). Atazanavir inhibits SARS-
CoV-2 replication and pro-inflammatory cytokine pro-
duction. BioRXxiv.

[21] Liu, J., Cao, Xu, M., Wang, X., Zhang, H., Hu, H., Li,
Y., ... & Wang, M. (2020). Hydroxychloroquine, a less
toxic derivative of chloroquine, is effective in inhibiting
SARS-CoV-2 infection in vitro. Cell Discovery, 6(1), 1-4.

[22] lketani, S., Forouhar, F., Liu, H., Hong, S. J., Lin, F,,
Nair, M. S, ... & Ho, D. D. (2021). Lead compounds for
the development of SARS-CoV-2 3CL protease inhibi-
tors. Nature Communications, 12(1), 1-7.

[23] Fang, G., Wang, H., Bian, Z., Sun, J., Liu, A., Fang,

418



Koseoglu A. et al. /BORON 7(1), 411 - 419, 2022

(24]

[29]

(26]

H., ... & Wu, Z. (2018). Recent development of boronic
acid-based fluorescent sensors. RSC Advances, 8(51),
29400-29427.

Bianco, G., Forli, S., Goodsell, D. S., & Olson, A. J.
(2016). Covalent docking using autodock: Two-point
attractor and flexible side chain methods. Protein Sci-
ence, 25(1), 295-301.

Ai, Y., Yu, L., Tan, X., Chai, X., & Liu, S. (2016). Dis-
covery of covalent ligands via noncovalent docking by
dissecting covalent docking based on a steric-clashes
alleviating receptor (SCAR) strategy. Journal of Chemi-
cal Information and Modeling, 56(8), 1563-1575.

Wu, F.,, Zhao, S., Yu, B., Chen, Y. M., Wang, W., Song,
Z.G., ... &Zhang, Y. Z. (2020). A new coronavirus asso-
ciated with human respiratory disease in China. Nature,
579, 265-269.

(27]

(28]

Napit, R., Manandhar, P., Poudel, A., Raut, R., Gurung,
A., Pradhan, S., ... & Karmacharya, D. (2021). Rapid
genomic surveillance of SARS-CoV-2 in a dense urban
community using environmental (sewage) samples.
medRXxiv.

Altschul, S. F., Madden, T. L., Schaffer, A. A., Zhang, J.,
Zhang, Z., Miller, W., & Lipman, D. J. (1997). Gapped
BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs. Nucleic Acids Research,
25(17), 3389-3402.

419



