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Oz

SARS-CoV-2’nin neden oldugu COVID-19 hastaliginin bulagsma hizinin ve agir hastalik olusturma potansiyelinin yiiksek
olmast dolastyla Diinya Saghk Orgiitii tarafindan global bir pandemi olarak tammlanmistir. Giiniimiizde COVID-19
pandemisini 6nlemek amaciyla bir¢ok ilag ¢aligmalar1 yapilmakta olup ancak heniiz tedavisine yonelik etkili ve giivenli bir ilag
mevcut degildir. Bu aragtirmalarin hizli ve az maliyet ile klinik agsamalara gegmesi igin SARS-CoV-2'in replikasyon ve
transkripsiyon mekanizmasinda etkili olan proteinlere karsi birgok bilesik bilgisayar destekli ila¢ tasarimi yontemleri ile
taranmaktadir. Bu sayede, etkinligi deneysel caligmalarla test edilmis bilesiklerin SARS-CoV-2’¢ ait 6nemli yapisal
proteinlerine yonelik etkinlikleri molekiiler seviyede aydinlatilmaktadir. Bu calismada daha once deneysel c¢aligmalar ile
etkinligi belirlenmis 32 adet kalkon tiirevi bilesiklerin molekiiler kenetlenme yontemi ile SARS-CoV-2 Main protease (MP™)
enzimine yonelik in siliko biyolojik etkinligi ve molekiiler mekanizmasi incelenmistir. Bu ¢alisma sonuglarina gore, bilesik 5,
6, 14, 25 ve 32 hedef proteine ait referans bilesik (N3)’e gére SARS-CoV-2 MP™'ya kargi daha iyi baglanma afinitesi
gostermislerdir. Elde edilen bu veriler sonucunda, COVID-19 hastaliginin tedavisine yonelik biyolojik etkinligi yiiksek
kimyasal bilesikler belirlenmistir. Bu bilgiler, COVID-19 tedavisi i¢in daha etkili antiviral ilaglarin gelistirilmesi i¢in yapilacak
klinik ¢aligmalara rehberlik edecektir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, SARS-CoV-2, SARS-CoV-2 Main protease, molekiiler kenetlenme, kalkon

Abstract

COVID-19 disease, which is cause by the SARS-CoV-2, has been defined as a global pandemic by the World Health
Organization due to its high transmission rate and high potential to cause severe disease. Today, many drug studies are carried
out to prevent the COVID-19 pandemic, but there is no effective and safe drug for its treatment yet. Many compounds are
screened against proteins that are effective in the replication and transcription mechanism of SARS-CoV-2 by computer-aided
drug design methods for proceeding to clinical stages with quick and low-cost. In this way, the activities of the compounds
whose efficacy has been tested in experimental studies towards the important structural proteins of SARS-CoV-2 are
illuminated at the molecular level. In this study, the in silico biological activity and molecular mechanism of 32 chalcone-
derived compounds, whose efficacy was determined by experimental studies, was investigated by molecular docking method
for the SARS-CoV-2 Main protease (MP™) enzyme. According to the results of this study, the compounds 5, 6, 14, 25 and 32
showed better binding affinity for SARS-CoV-2 MP™ than the reference compound (N3) of the target protein. As a result,
chemical compounds with potential biological activity have been identified for the treatment of COVID-19. This information
will guide further 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, molekiiler docking, chalcone

I. GIRIS

Aralik 2019°un sonlarinda Cin Hubei eyaletinin Vuhan sehrinde ortaya ¢ikan ve yayilma hizi ¢ok yiiksek olan yeni
tip koronaviriis belirlenmistir. 2002 yilinda agiga c¢ikan SARS-CoV’a yiiksek oranda benzerlik gdstermesi
nedeniyle bu viriis SARS-CoV-2, meydana gelen hastalik ise COVID-19 olarak isimlendirilmistir [1-2]. Diinya
saglik Orgiitii verilerine gore koronaviriis kaynakli can kaybi 3 milyonu gegmistir. Coronaviridae ailesinden, tek
zincirli bir RNA viriisii olan SARS-CoV-2 dort ana yapisal protein Spike (S), Membran (M), Zarf glikoproteini
(E) ve Niikleokapsid (N) ile 16 adet yapisal olmayan protein icermektedir [3]. Yapisal olmayan proteinler (nsp)
RNA’nin replikasyon/transkripsiyonunda onemli gérev almaktadirlar. Ana proteaz (MP®, 3CLP™), ppal ve
ppalab’den kapsamli proteolitik islem ile fonksiyonel nsp proteinlerinin islenmesini ger¢eklestirmektedir. Bu nsp
proteinleri ¢ogu viral replikasyon/transkripsiyon kompleksinin bir pargasint olusturdugundan MP™,
replikasyon/transkripsiyon boyunca anahtar rol oynamaktadir [4]. Bu nedenle, MP™ enzimi COVID-19 tedavisine
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yonelik yeni antiviral ilaglarin geligtirilmesinde 6nemli
hedefler arasinda yer almaktadir. Cesitli bilimsel
caligmalar, COVID-19 tedavisine yonelik potansiyel
ila¢ tedavi stratejisi olarak SARS-CoV-2 MP™'yu ilag
hedefi belirlenmis olup bir¢ok farkli ilag/ilag aday1
molekiilerin biyolojik etkinlikleri in siliko ve in vitro
olarak aragtirilmustir [5-10].

Kalkonlar ve tiirevlerinin; iskelet yapisi, basit kimyasi,
sentez kolaylig1, genis biyolojik aktiviteye sahip olmasi
nedeniyle 21. yiizyillda arastirmacilar arasinda
hayranlik uyandirmis ve bu konudaki c¢alismalari
hizlandirmigtir.  Antikanser [11], hipertansif [12],
antiinflamatuar [13], antihistaminik [14], antioksidan
[15] ve antibakteriyel [16] gibi birgok aktiviteye
sahiptir. Bunun yani sira, kalkonlarin asetilkolinesteraz
(AChE), biitirilkolinesteraz (BChE) [17], piruvat kinaz
M2 (PKM2), karbonik anhidraz | (CAI) ve karbonik
anhidraz II (CAII) [18] enzimlerine karsi inhibitor
etkileri vardir. Ayrica, kalkon ve flavonoid tiirevi
bilesiklerin bir¢ok virusiin ana viral proteazlarina karsi
oldukca etkin biyolojik aktivite gosterdigi literatiirler
de yer almugtir [19-22].

Bu bilgiler 1s18inda, bu calismada SARS-CoV-2’nin
replikasyonda 6nemli role sahip olan MP™ enzimi ile 32
adet kalkon tiirevi bilesiklerin in siliko molekiiler
modelleme  yontemleri ile farmakokinetik ve
farmakodinamik agidan incelenmistir. Analizi yapilan
bu bilesiklerden 1-14 bilesikleri [23], 15-21 bilesikleri
[24], 23 [25], 22, 24-26 bilesikleri [26], 27-32
bilesikleri [18] literatiirlerinden alinmig olup Sekil 1°de
yapilari belirtilmektedir.

In siliko molekiiler modelleme, reseptdr-ligand
etkilesimlerinin molekiiler seviyede temelini anlamada
ve yeni terapdtik ajanlarin tasariminda farmasdtik ilag
kesfine yonelik onemli katkilar sunmaktadir [27].
Deneysel yontemlerle yapilan ilag  gelistirme
calismalar1 zaman ve yogun emek gerektiren ve pahali
bir stirectir. Bu ¢aligma sayesinde, kiiresel salgin olarak
kabul edilen ve milyonlarca insan1 enfekte eden SARS-
CoV-2 viriistine kars1 ilag gelistirme siirecini daha az
zaman ve daha uygun maliyetlerle yiiriiterek, COVID-
19 tedavisine yonelik yeni ilag molekiilerin
gelistirilmesine katki saglanmas1 beklenmektedir.
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Sekil 1: 32 adet kalkon tiirevi bilesigin kimyasal yapilar1
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Il. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Ligand bilesiklerin ve

hazirlanmasi
SARS-CoV-2’ye ait MP proteinlerinin 3-boyutlu (3D)
kristal yapt icin, yapisinda N3 inhibitdri (referans
bilesik: benzyl (2Z,4S) -4- [ (2S)-4- methyl- 2- [(2S)-3-
methyl-2- [ (2S)- 2- [(5-methyl-1,2-0xazol-3-
yl)formamido]propanamido] butanamido]
pentanamido]-5- [(3S)-2-oxopyrrolidin-3-yl]  pent-2-
enoate) igeren 6LU7 pdb kodlu (¢oziiniirliik: 2.16A) yapi
secilmistir. Secilen bu kristal yapidan su ve iyon
molekiilleri uzaklasilarak eksik hidrojen atomlari ve
atomik yiikler APBS-PDB2PQR programi [2§]
vasitastyla yapilandirilmistir.  Bu  bilesiklerin, 3D
yapilar1 BIOVIA Discovery Studio 2020 Client programi1
[29] ile hidrojen atomlar1 eklenerek pdb formatina
cevrilmigtir. Hedef protein yapisi ve ligand molekiilerin
yapt hazirliklar1 belirtilen prosediirlerle tamamlanarak
molekiiler kenetlenme islemi ic¢in gerekli hazirliklar
tamamlanmigtir.

protein yapilarinin

2.2. Molekiiler kenetlenme (docking) prosediirii
Yapisal-tabanli ila¢ tasarimi olarak bilinen molekiiler
kenetlenme (docking) yontemi, 3D yap1 bilgisi mevcut
olan hedef makro molekiiler (enzim, niikleik asit,
reseptor... vs.) ile kiiciik molekiillerin (ligandlarin)
arasindaki  etkilesimlerin  farmakodinamik olarak
incelenmesini olanak saglayan bilgisayar destekli
rasyonel ilag tasarim yontemidir. Bu yontem, ilag ya da
ila¢ adaylar1 ile makro molekiillerin birbirine nasil uyum
gosterdigini  arastirmak, kiigik molekiillii  ilag
adaylariin protein hedeflerine karsi ilgisini (afinitesi),
bu makro molekiillere baglanmasini ve dolasiyla
biyolojik aktivitesini dnceden tahmin edebilmek icin
kullanilmaktadir. Bu sayede, protein-ligand arasi
etkilesimde onemli role sahip olan baglanma tiirleri
incelenerek (hidrojen bagi, Vander walls, elektrostatik)
daha uyumlu ligandlarin tasarlanmasimna olanak
saglanmaktadir.

Bu ¢aligmada, SARS-CoV-2 MP™ proteini ile 32 adet
kalkon tiirevi bilesiklerin baglanma mekanizmalarini ve
bu bilesiklerin hedef proteine olan baglanma afinitesini
tahmin etmek igin AutoDock 4.2 programi [30]
vasitastyla molekiiler docking analizi
gerceklestirilmigtir. Bu analiz i¢in 6ncellikle hazirlanan
protein ve ligand yapilarina gasteiger yiikler eklenerek
yapilar .pdbqt dosya formatina g¢evrilmistir. Ardindan,
hedef yapiin baglanma bolgesini kapsayacak sekilde
40x40x40 grid kutusu ve 0,375 A grid arahif
belirlenerek Lamarckian Genetik algoritma ile 100
galigma  adiminda  molekiiler  docking islemi
gergeklestirilmistir. Bu islem sonucunda her bir olasi
konformasyon durum igin baglanma serbest enerjisi
(AG) ve baglanma ilgisi (afinitesi) hesaplanmustir.

2.3. In siliko farmakokinetik analizler

Bu calismada degerlendirilecek olan 32 adet bilesigin
viicuttaki Absorbsiyon, Dagilim, Metobolizma ve
Eliminasyon = (ADME)  ozellikleri  gibi ilag
metabolizmasini etkileyen temel parametreleri ile,
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Lipinski ve Veber kurallarina gore web tabanli
SwissADME programu [31] ile gerceklestirilmistir. Her
bir bilesik i¢in Lipinski, Veber parametre degerleri (MA:
Molekill agirhigi, LogP: Partisyon katsaysi, TPSA:
Kutuplagmis yiizey alani, n-ON: Hidrojen bag akseptor
sayisi, n-OHNH: Hidrojen bag dondr sayisi, n-ROTB:
donebilen bag sayisi) hesaplanarak farmakokinetik
acidan uygunluklar1 degerlendirilmistir.

I11. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Molekiiler docking

Yapilan molekiiler docking analizine gore, SARS-CoV-
2 MP® proteinin kristal yapisinda bulunan referans
bilesik N3 i¢in baglanma serbest enerjisi -8.31 kcal/mol
olarak hesaplanmistir. Bu bilesik, MP™ proteinin
baglanma bolgesinde Glu166, Argl88, Thr190, GIn189
ile hidrojen bag etkilesimi, His41, Metl65, Leul4l,
His163 ve His164 aminoasitleri ile hidrofobik etkilesim
meydana getirmistir. Analizi yapilan 32 adet kalkon
tiirevi bilesik arasindan 25, 14, 5, 6 ve 32 numarali
bilesikler referans bilesik yapisina kiyasla MP™ proteini
ile negatif yonde yiiksek baglanma serbest enerji
degerine sahip olarak (-8.74,-8.54,-8.44, -8.36, -8.35
kcal/mol, sirastyla) daha 1iyi baglanma afinitesi
gostermiglerdir. Bu dogrultuda, SARS-CoV-2 MP®
proteine en etkin baglanma gosteren bilesik 25 oldugu
goriilmektedir (Bakimz Tablo 1).

Referans bilesige kiyasla daha yiiksek biyolojik etkinlik
gosteren bu bilesikler ile SARS-CoV-2 MP® proteini
arasindaki etkilesim analizine gére protein baglanma
bolgesinde siklikla His41, Gly143, Serl44, Cysl45,
His164, Met165, Glul66 ve Thr190 aminoasitleri ile
etkilesim gostermistir. Ozellikle, bilesik 32 hari¢
etkinligi yiiksek olan 25, 14, 5 ve 6 numarali bilesikler
GInl92 aminoasitti ile hidrojen bag etkilesimi
kurmustur (Bakiniz Sekil 2). Ayrica, baglanma afinitesi
en yiiksek bilesik 25, MP proteinin katalitik bolgesinde
onemli role sahip Cysl45 [32] ile pi-siilfir bagt
olusturmustur.

3.2. ADME analizi

Bir bilesigin ila¢ aday1 olmasi igin, iyi bir farmakolojik
aktiviteye sahip olmasi yeterli degildir. Iyi bir
farmakolojik aktiviteye sahip olmanin yani sira,
adsorpsiyon, dagilim, metabolizma ve eliminasyon
(ADME) ve Lipinski deger araliklarina da uygun
olmalidir. 1-32 molekiillerinin Hidrojen donérlerinin (n-
OHNH) ve bag alicilarinin (n-ON) sayist Lipinski
kurallarina uygundur (n-ON <10 ve n-OHNH <5).
Lipinski kurallarina gore, iLogP degeri 5'ten kiigiik
olmalidir ve bizim g¢alismamizdaki tim bilesiklerin
iLogP degeri 5'ten kiigiiktiir. Kalkon bilesiklerin (1-32)
molekiil agirliklar1 283.32-430.45 g /mol araligindadir.
12, 19 ve 32’nci bilesikler kan beyin bariyerini (BBB)
gecemedikleri igin, merkezi sinir sistemi depresyonu ve
uyusukluga neden olmazken; diger bilesikler kan beyin
bariyerini gectikleri i¢in merkezi sinir sistemi
depresyonu ve uyusukluga neden olmaktadir. Topolojik
polar yiizey alam (TPSA) <70 A? olmalhdir. Tiim
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bilesikler (14 ve 32 haric) 70 A%nin altinda TPSA
degerlerine sahiptir. Gastorintestinal emilimi 19
molekiilde diistikken, diger tiim bilesiklerde yiiksek
cikmustir [33] (Tablo 2).

Biyoyararlanim radarlardaki pembe alan, polarite,
doygunluk, boyut, esneklik, lipofiliklik ve ¢oziiniirliik

gibi alt1 fizikokimyasal Ozellik i¢in optimum aralig
gosterir. 1, 2, 8-13, 15-26 molekiillerinin degerleri
pembe alan igerisindedir. Sonug olarak; F, OCH3, Cl ve
NO: gruplarmin ila¢ adayr olma ihtimallerinin daha
yiiksek oldugu tespit edilirken, yapida fenil halkasi sayist
arttiginda bu ihtimali diisiirdtigii tespit edilmistir. Bilesik
1-32’in biyoyararlanim radar1 Sekil 3’te verilmistir.

Tablo 1. Molekiiler docking sonucuna gore en etkin ¢ikan bilesikler ile referans bilesigin baglanma enerjisi degerleri
ve 2-boyutlu (2D) yapilar

Ligand . Baglanma Enerjisi
Numarasi Ligandlarin 2D yapilarn (kcal/mol)
B
cl N\)
5 L T 844
Cl o]
cl 0
cl ©
6 ‘ o -8.36
i
©
i 9
14 0¥ O O -8.54
g
o]
25 -8.74
32 -8.35
Referans bilesik
(N3) 8.31
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Sekil 2: MP proteinin baglanma bdlgesindeki etkilesimde rol oynayan aminoasitlerin en etkin 5 bilesik ve referans
bilesik ile 2-boyutlu gosterimi. Koyu yesil renk: hidrojen bagi, acgik yesil renk: van der Waals, turuncu renk: pi-
stlfiir, koyu pembe: amid-pi, agik pembe: alkil, mor renk: pi-sigma bagin ifade etmektedir.
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Tablo 2: 1-32 numaral: bilegiklerin SwissADME programu ile hesaplanan fizikokimyasal 6zellikleri ve ADME

Bilesik
numarasi

© o0 ~N oo o B~ w N

W W W N N NN N NN NN NN PR R R, R, R R, R
N P O © 00 N o o »~ W N PO ©W 0o N oo o M~ wWw NN +» o

Formiil

C17H17NOs
C17H17NO2S
C19H19NO2
C19H18CINO:
C19H17CI2NO2
C19H17CI2NO2
C19H18FNO2
C20H21NO2
C20H21NOs3
C20H18FsNO2
C20H21NO2S
C20H18F3sNO2S
C20H18F3NOs
C19H18N204
C20H17FsNO2
C20H17FsNO2
C20H17FsNO2
C20H17FsNO2
C21H17FsNO2
C20H18F3NO3
C20H18F3NO3
C22H25NOs
C22H25NOs
C21H23NO4
C21H23NO4
C22H25NOs
C25H23NO3
C25H22CINO3
CasH22FNOs3
C26H25NO4
C26H25NO3
C25H22N205

Molekiiler
agirhik (g/mol)
283.32
299.39
293.36
327.80
362.25
362.25
311.35
307.39
323.39
361.36
339.45
393.42
377.36
338.36
379.35
379.35
379.35
379.35
429.36
377.36
377.36
383.44
383.44
353.41
353.41
383.44
385.46
419.90
403.45
415.48
399.48
430.45

parametre degerleri

H-
bag1
ahc

a w A b W0 w o0 b~ b OO0 O O 00 O oo oo oo b~ O O N O W N W DN D DN DD DN W

H-

bag1
verici

O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O o o o o o o o o
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TPSA
Az
42.68
57.78
29.54
29.54
29.54
29.54
29.54
29.54
38.77
29.54
54.84
54.84
38.77
75.36
29.54
29.54
29.54
29.54
29.54
38.77
38.77
57.23
57.23
48.00
48.00
57.23
38.77
38.77
38.77
48.00
38.77
84.59

Lipinski

Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet

Evet

iLogP

2.90
2.98
3.04
331
3.46
3.37
3.17
3.17
3.28
3.30
3.42
3.61
3.40
2.64
3.38
3.37
3.16
3.27
3.53
3.26
3.44
3.72
3.71
3.37
3.57
3.66
3.88
4.24
4.08
4.29
4.19
3.55

Gl
emilim
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek

Diistik
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek

Yiiksek

BBB
gecirgenlik
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Hayir
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Hayir
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet

Hayir
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LPO LPO uPO LIPO
; FLEX size f
FLEX ) F
FLEX size = SiZE LEX size
INSATU POLAR
INSATU POLAR INSATU POLAR
INSATU POLAR
INSCLU
INSOLU INSOLY
INSOLU
uPo uPo uPo uPo
FLEX sizE FLEX SiZE FLEX SIZE FLEX size
NSATU coLAR INSATU POLAR INSATU POLAR NSATU couAR
INSOLU INSOLU
INSOLU INSOLU
LPO uPo LPO
uPo
FLEX SIZE LEX, SizE FLEX SIZE
FLEX size
INSATU POLAR
INSATU POLAR INSATU POLAR
INSATU POLAR
INSOLU
INSOLU INSOLU
INSOLU

Sekil 3: Bilesiklerin ilag olma 6zelliklerinin biyoyararlanim radar1 ile degerlendirmesi (Pembe alan, her 6zellik i¢in
optimal aralig1 temsil eder. (LIPO: Lipofiliklik, SIZE: Molekiiler agirlik, POLAR: Toplam Polar Yiizey Alani,
INSOLU: log S dlgegine gore suda ¢dziinmezlik, INSATU: sp3 hibridizasyonundaki karbon fraksiyonuna gore

doymamuslik, FLEX: donebilen baglara gore esneklik).

IV. SONUC

Yapilan bu ¢alismada, molekiiler kenetlenme yontemi
kullanilarak kalkon tiirevi 32 adet bilesik ile SARS-CoV-
2 MP’ya yonelik hesaplanan baglanma serbest enerjisine
gore baglanma afiniteleri degerlendirilmistir. Bu analize
gore, 5, 6, 14, 25 ve 32 numarali bilesikler hedef protein
SARS-CoV-2 MP’ya kars1 bilinen referans bilesige gore
daha iyi baglanma afinitesi gostermistir. Ayrica yapilan
ADME analizine goére bu bilesikler farmakokinetik
acidan da uygunluk sergilemistir. Bunun yani sira, SARS-
CoV-2’nin yagam doéngiisiinde anahtar role sahip olan
MP enzimi ile kalkon tiirevi 32 bilesigin baglanma
mekanizmas1 molekiiler seviyede aydinlatilmistir. Buna
gore, protein-ligand etkilesiminde His4l, Glyl143,
Serl44, Cys145, Hisl164, Metl65, Glul66 ve Thrl190
aminoasitlerinin 6nemli rol oynadig1 gézlemlenmistir. Bu
bilgiler, COVID-19 tedavisine yonelik daha etkin yeni
antiviral ilaglarin zaman, maliyet acgisindan tasarruf
saglayarak gelistirilmesine yon gosterecektir.
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