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KIVONAT

Az 1j koronavirus (SARS-CoV-2) jelenlegi terjedése mellett nagy fontossdga van egy
virusellenes gyogyszer felfedezésének. A potencidlis gyodgyszerek sziirésére az AutoDock
Vina-t hasznaltak az 0j koronavirus strukturalis fehérje és nem-strukturalis fehérje helyeinek
molekularis dokkolasaval. A ribavirint, ami egy daltaldnos virusellenes gydgyszer, a
remdesivirt, a klorokvint és a luteolint vizsgaltdk. A loncrdl altaldban tgy vélik a
hagyomdnyos kinai orvosldsban, hogy virusellenes hatdsai vannak. Ebben a kutatasban a
luteolinr6l (amely a lonc f6 flavonoidja), hogy magas affinitassal kotodik a SARS-CoV-2 6
proteazanak ugyanazon helyeihez, mint a kontroll molekula. A klorokvinrol bebizonyosodott,
hogy klinikailag hatdsos €s képes a {6 proteazhoz kotddni; ez lehet ennek a gydgyszernek a
virusellenes mechanizmusa. Ez a kutatas a molekularis dokkolasra korlatozodott, és nem lett
validdlva molekularis dinamikai szimulaciokkal. A kolcsonhatasok a f6 protedzzal
kulcsszerepet jatszhatnak a virusok elleni kiizdelemben. A luteolin egy figyelemre méltd
potencialis virusellenes molekula.

1. Bevezetés

Az 1 koronavirus, a 2019-nCoV, amely sulyos akut 1égzdszervi szindroma
koronavirus 2-ként (SARS-CoV-2) ismert, nemrégiben bukkant fel Hupei tartomanyban, a
Kinai Népkoztarsasagban. A 2019-nCoV teljes genom szekvencidjat elészor 2020. januar 10.-
én adtak ki. A 2019-nCoV széles korben fertéz emldsoknél, beleértve az embereket is. Az
fertézés atadasanak ez a jellemzdje a fertézés allatr6l emberre torténd ataddsanak
lehet6ségéhez vezet. A 2019-nCoV erdsen fert6zd, €s az enyhétdl a sulyosig terjedd l1éguti
fertdzést okozhat. A 2019-nCoV terjedése nagy figyelmet €s aggodalmat keltett vilagszerte.
2003 ota az emberek korében két koronavirushoz kapcesolodo valsag alakult ki. A sulyos akut
l1égzbszervi szindroma koronavirus (SARS-CoV) 2003-ban tort ki, a kozel-keleti 1égzészervi
szindroéma koronavirus (MERS-CoV) az Arab Félszigeten bukkant fel 2012-ben, 35 %-0s
halélozasi arannyal.

A koronavirusok (CoV-ok) koédoljak a poliproteinek (pp) formajaban kifejez6dod
replikaz komplexet (ORFlab), amelyek a nem-strukturalis fehérjéket (nsp/non-structural
protein) és négy strukturalis fehérjét, a tiiske (S/spike), a boriték (E/envelope), a membran
(M/membrane) és a nukleokapszid (N/nucleocapsid) fehérjéket szintetizaljak a proteolitikus
feldolgozas soran. A f6 protedz, a 3CL protedz (3CLpro) kulcsfontossagu enzim a ppla és a
pplab poliproteinek feldolgozasaban. Az ORFla-t és az ORFlab-t a papain-szer(i proteaz
(PLpro, nsp3) és a 3C-szerli proteaz (3CLpro, nsp5) hasitja, hogy nsp-t hozzon létre. A
SARS-CoV 3CLpro-nak fontos funkcidgja van és a virusellenes gyogyszerek aktiv

1



A Sars-CoV-2 (COVID-19) koronavirussal szembeni antagonistak szamitogépes sziirése molekularis
dokkolassal

célpontjanak tekintik. Az elmult évtizedben szamos 3CLpro gatlordl jelentek meg kozlések,
¢€s szamos gatlot talaltak sziirési és struktura alapt tervezéssel. A PLpro egy nélkiilozhetetlen
enzim a virus replikdciojdhoz és a gazdasejt megfertdzéséhez, ¢és fontos célpontja a
koronavirus gatloknak.

Egy Ujabb tanulméany azt mutatta, hogy a 2019-nCoV az angiotenzin atalakitdé enzim
2-t (ACE2) hasznalja receptorként a gazdasejtekbe torténd bejutashoz. Az S fehérje, ami egy
1-es tipusu glikoprotein a virus feliiletén, kulcsszerepet jatszik a virus gazdasejtekbe torténd
bejutasaban. Az S fehérje segiteni tudja a virusnak a gazdasejt akceptordhoz torténd
kotodését, ami nagy figyelmet keltett a receptor kotésben betoltott funkcidja miatt. Az S
fehérje receptor koté doménje (RBD/receptor binding domain) a gazdasejthez kotédik. A
SARS-CoV-bol szarmazé RBD-kben 1év6é aminosav szekvencidk Osszesen 72 %-ban
azonosak. A 2019-nCoV-ban azonban a merev (szerkezetii) prolil maradékokat egy kiilon
hurok helyettesiti rugalmas (szerkezet(i) glicil maradékokkal. A hurokban levé egyediilalld
fenilalanin (F486) képes behatolni az ACE2 hidrofob zsebébe és kulcsfontossag szerepet
jatszhat az akceptor felismerésében. Az Nspl2 egy virdlis RNS-fiiggé RNS polimeraz (RdRp)
nsp7 és nsp8 kofaktorokkal és magas a polimeraz aktivitasa. A 2019-nCoV-ban lehetséges
gyogyszercélpontként négy funkcionalis fehérjét, a 3CLpro-t (a f6 protedz), az RdRp-t, a
PLpro-t és az S-t vizsgaltdk. Nincs engedélyezett gyogyszer a COVID-19 kezelésére. A
leggyorsabb modja a 2019-nCoV ellenes gyogyszereket megtalalasanak a gydgyitdsban
altalanosan hasznalt gyogyszerek szlirése.

A klorokvin egy malariaellenes gyogyszer, amelyet a Bayer fejlesztett ki
Németorszagban 1934-ben a természetes malariaellenes gyogyszerek helyettesitésére. Errdl a
gyogyszerr6l megallapitottdk, hogy hatasos a SARS-CoV-2-vel fertézott betegek kezelésére.
A Kklorokvin gatolta a kinon reduktaz 2-t, amely strukturalisan hasonlo az UDP-N-
acetilglilkozamin 2 epimerazhoz, ami olyan enzim, amely részt vesz a szialsavak
bioszintézisében. A  szialsav-bioszintézis klorokvin altali lehetséges megzavarasa
magyarazhatja ennek a gyogyszernek a széles virusellenes spektrumat. A klorokvin azzal is
tudja gatolni a korai stadiumu virusreplikaciot, hogy megzavarja a burkolt virusok pH-fiiggo,
endoszoma 4ltal medialt virdlis bejutasat, valamint a virdlis fehérjék poszt-transzlacios
modifikacioit.  Azonban a  kKklorokvin  2019-nCoV-val = szembeni  virusellenes
hatdsmechanizmusa nem egyértelm.

A ribavirin egy hagyomanyos virusellenes gyogyszer, amelyet széles korben
alkalmaznak a klinikdkon szdmos virusfertézés kezelésére, de nincs szignifikdns hatasa a
SARS-CoV-2-re. Ezzel ellentétben az 0j virusellenes gyogyszert, a remdesivirt hatdsosnak
talaltak a virus replikaciojanak megelézésére és lehetséges terapias opcié a COVID-19-re.

A lianhuagingwen (LH) hagyomanyos kinai gyogyszer (TCM/traditional chinese
medicine) készitmény, amelyrdl kimutattak, hogy széles spektrumu virusellenes hatasokkal
bir egy sor virussal szemben. Az LH 2019nCoV-ellenes hatast is mutatott. A lonc és az
aranycserje [forsythia] altalanosan hasznalt virusellenes Gsszetevé a TCM-ben és az LH is
tartalmazza. A TCM formuldban az aktiv Osszetevok tipusa és mennyisége alapvetd
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fontossagi a készitmény miikodésének szempontjabol. Az aranycserjét régota hasznaljak
lazesillapitd, —gyulladasgatlo és  fertézésgatlo  gyogyszerként Kelet-Azsidban. Az
aranycserjében talalhatd vegyiiletek virusellenes hatast mutattak a HIN1 virussal és a
légzbszervi syncytialis virussal (RSV) szemben. A lonc {6 Osszetevéi antibakterialis és
virusellenes hatasokat mutatnak. A loncban a f6 flavonoid a luteolin. A TCM a 1égzészervi
fertézések hatasos alternativ kezelése lehet. 2003-ban a TCM-et széles korben hasznaltak a
sulyos akut 1égzdszervi szindroma (SARS) kezelésére. A 2019-nCoV ¢és a SARS genomikus
és a strukturalis jellemzdinek nagy hasonlosaga azt jelzi, hogy a TCM potencialisan hasznos
lehet a jelenlegi jarvanykitorés soran. Ebben a kutatasban a klorokvin, a remdesivir, a
ribavirin és a luteolin kotddését a 2019-nCoV 6 fehérjéihez (3CLpro, PLpro, RdRp és S)
szamitégépes modszerekkel vizsgaltuk.

2. Anyagok és modszerek

2.1. Szekvencia osszerendezés és modellezés

Az Gjonnan felbukkant SARS-CoV-2 nukleotid gént (NC_045512.2) a National Center
for Biotechnology Information-t6l (Nemzeti Biologiai Informacios Kozpont/NCBI) nukleotid
adatbazisabol szereztiik be. Az olyan fontos virusellenes gyogyszer célfehérjék, mint amilyen
a 3CLpro, PLpro és az RdRp erésen megérzédnek a SARS-CoV-2-ben és a 2019-nCoV-ban,
kiilondsen a funkcionalis helyek tekintetében.

A COVID-19 f6 proteazanak modelljét a Protein Data Bank-bol (Fehérje
Adatbank/PDB) (www.rcsb.org) toltottikk le. A COVID-19 f6 proteaza és egy N3 gatlo altal
alkotott komplex kristalystruktarajat (PDB ID: 6LU7, A lanc) valasztottuk ki a 3CLpro
modelljeként és az N3-at eltavolitottuk. Az N3 ligandot (N-[(5-metilizoxazol-
3yl)karbonil[alanil-1-valil-n-1—((1R,2Z)-4-(benziloxi)-4-oxo-1-([3R)-2-oxopirrolidin-3-
yllmetil]but-2-enil)-1-leucinamid) hasznaltuk kontrollként. Az Gijabb kutatasok azt mutattak,
hogy a SARS-CoV-2 gének és a SARS-CoV gének nukleotidjai <80 %-ban azonosak és 89,10
%-ban hasonléak. A humén koronavirus papain-Szerii proteazok PLpro-janak
rontgenszerkezetét hasznaltuk a 2019-nCoV PLpro (PDB ID: 40VZ, A lanc) modelljeként. A
P85 ligandot hasznaltuk  (N-[4-fluorfenil)metil]-1-[(1R)-1-naftalén-1-iletil]piperidin-4-
karboxamid) kontrollként. A SARS-HCoV kibontott, feltart szerkezetét (PDB ID: 6NUS, A
lanc) hasznaltuk a kotéshez, mert ez volt a SARS-CoV-2 RdRp-hez szekvencialisan leginkabb
hasonlo feltart struktara (97,08 %-os szekvencia azonossag). A 6NUS egy SARS-HCoV nem-
strukturalis fehérje 12 (nsp12) kibontott, feltart struktira (krio-elektronmikroszkopia) 3,5 A
felbontassal, ami a fehérje adatbankban 2019-ben keriilt elhelyezésre. A remdesivirt, a 2019-
nCoV RdRp egy antagonistajat valasztottuk ki kontrollként. A 2019-nCoV S glikoprotein
modellt (PDB ID: 6VSB, A, B, C lanc) hasznaltuk modellként a molekularis dokkolashoz. A
6VSB egy kibontott, feltart S fehérje prefuzio, egyetlen receptor koté6 domén volt (krio-
elektronmikroszkopia) 3,46 A felbontassal. A 6VSB Nag ligandjat (N-acetil-D-gliikozamin)
hasznaltuk kontrollként.


http://www.rcsb.org/
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2.2.Molekularis dokkolas

A dokkolési célként optimalizalt modellel az AutoDock Vina szoftvert hasznéltunk az
Osszes dokkolasi kisérletben. A szlirési modszer a molekularis dokkolésra korlatozodott és a
molekularis dinamikai szimulaciot nem végeztik el. A remdesivir és a ribavirin RdRp
antagonistak. A remdesivir hatidsos lehet az 1Uj koronavirus ellen: azonban a ribavirin
hatastalan. A molekularis dokkolast hasznaltuk a két molekula kozotti kiilonbség
tanulmanyozasara. A klorokvinrdl bebizonyosodott, hogy klinikailag hatasos és folytatni kell
molekularis célpontjanak vizsgalatat. Az 0j koronavirus kezelésében a TCM kontextusaban a
luteolint, a lonc f6 flavonoidjat (a f6 virusellenes Osszetevé az LH-ban) valasztottuk ki a
molekuléris dokkolasra, hogy tovabb vizsgaljuk a gyogyszert. A SARS-CoV-2 célfehérjéivel
szembeni ligandok tesztelését megel6zéen a kis molekuldk struktarait a klasszikus MM2
(MM= molekulamechanikai) eréteret hasznalva optimalizaltuk; a célok aktiv hely aszpartatjait
merevként (merev szerkezetiiként) kezeltiik. A potencialis virusellenes gyodgyszereket a
molekulak és a receptor célok kozotti hatasos kapcsolatok mutatjak. A racsdobozban (60 A x
60 A x 60A) a kozéppont a3CLpro-ra (-28,059, 9,486, 61,528) A -nal; a racsdobozban (60 A
x 60 A x 60 A) a kozéppont a PLpro-ra (-13,953, 51,391, -31,750) A -nal; a racsdobozban
(126 A x 126 A x 126 A) a kozéppont az S fehérjére (251,541, 330,170, 152,338) A -nal; és a
racsdobozban (126 A x 126 A x 126 A) a kézéppont a RdRp-re (152,179, 167,664, 166,985)
A-nal volt, ezeket hasznaltunk a dokkolasi kisérletekben az AutoDock eszkozoket
alkalmazva.

3. Eredmények és targyalas
3.1. 3CL protedz

Az N3 molekula a 3CLpro kristalystrukturajabol izolalt ligand molekula, amit
kotdhely kontrollként hasznaltunk. A dokkoldsi eredmények (1. dbra) elemzése szerint a
luteolin és a kotOhelyek kozotti kdlcsonhatasok erésen konzisztensek az N3-éval. A luteolin
Ot hidrogénkotést képezett a GLN-189-cel, a LEU4-gyel, a LEU-4-gyel, az ASN-142-vel,
illetve a THR-26-tal. A MET-49 és a VAL-3 a luteolinnal 1épett hidrofob kolcsonhatasba. Az
N3-at tekintve 3-H kotések jottek 1étre a CYS-145-tel és a GLN189-cel. Az N3 n-kation
kapcsolatot hozott 1étre a HIS-41-gyel, és hidrofob reakciokat a THR-25-tel, a LEU-27-tel, a
LEU-4-gyel, a VAL-3-mal és az ASN-142-vel. Hidrogénkotés kolcsonhatas van a klorokvin
¢és a GLN-110 ko6zott a kotési helyen, hidrofob reakciok az ILE 249-cel, az ILE-200-zal, és -
kation kapcsolat a GLN-107-tel. A remdesivir 3-H kotéseket képezett a GLU-240-nel, a HIS-
246-tal és a PRO-108-cal, hidrofob reakciokat a PRO-132-vel és az ILE-200-zal és n-kation
kapcsolatot a GLN-107-tel.
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3.2. PLpro

A PLpro P85-6s ligandjat hasznaltuk kontrollként. A 2. abra a P85 altal a TYR-269-
cel 1étrehozott hidrogénkdotéseket abrazolja. A luteolin hidrogénkotéseket alkotott az ASN-
180-cal, az ARG-105-tel és a PHE-185-tel a helyeken. A ribavirin és az ASP kozotti
kolcsonhatasok hidrogénkotések voltak. A luteolin és a ribavirin kotéhelyei nem
konzisztensek a kontroll molekulééval.

2. abra — A Plpro kotorégioja
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3.3. RdRp

A 3. abra mutatja a remdesivir altal 1étrehozott 2-H kotéseket a TRP-509-cel és a HIS-
381-gyel, a n-kation kapcsolatokat a PHE-504-gyel és a hidrofob reakciokat a LY S-508-cal, a
LEU-401-gyel, az ASN-386-tal és a SER-384-gyel. A ribavirin 5-H kotéseket képezett a
LEU-271-gyel, a LEU-270-tel, az ASP-269-cel és a TRP-268-cal. A luteolin 3-H kotéseket
hozott 1étre a TYR-273-mal, a LEU-270-nel és a VAL-330-cal, két n-kation reakciot a SER-
325-tel és a PHE-275-tel és két hidrofob reakciot a LEU-329-cel és a PRO-328-cal. A luteolin
¢s a ribavirin kdtéhelyei nem konzisztensek a remdesivirével; azonban a ribavirin €s a luteolin
kotohelyei kozeliek, amelyik egy masik aktiv helyet jelez.

3. abra — Az RdRp kotorégioja
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3.4. Tiiske fehérje

A 4. abra a NAG ligandok, a luteolin és a remdesivir kozott a 2019-nCoV S
fehérjéjével szemben a dokkolast kovetden kialakult interakcidkat mutatja. A NAG-rol
megallapitottak, hogy 3-H kotéseket képez a VAL-1122 és a SER-1123 maradékokkal. A
NAG tovabba m-kation kapcsolatokat hozott 1étre a PHE-1121-tel. A luteolinnal 4H-kotések
alakultak ki a GLN-965, a SER-968 és az ASN-969 maradékokkal. m-kation kolesOnhatas
alakult ki a luteolin és a PHE-970 koz6tt. A remdesivir 2-H kotéseket hozott 1étre az ALA-
1070-nel és a GLN-1071-gyel, és hidrofob kolesonhatast a GLU-1072-vel, ahogyan az a 4.
abran lathat6. A remdesivir kotési helye kézel van a NAG kontroll molekuldéhoz.
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4. abra — A tiiske (Spike/S) protein kotorégioja
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A luteolin kotédési energidja a f6 protedzhoz -5,37 kcal/mol volt és az N3-¢ -3,63
kcal/mol (5. abra). A luteolin kotddési energiaja az aktiv helyhez még kisebb volt, mint a
kontroll molekulaé, ami azt jelzi, hogy a luteolinnak nagyobb a kotédési aktivitasa. Ami az
RdRp-t és az S fehérjét illeti, a luteolinnak szintén kisebb a kotddési energiaja. A kotddési
energia Szempontjabol a luteolin erésebb kolcsonhatasokat mutat az Uj koronavirus

célpontjaival.

5. abra — K6t6dési energia
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4. Kovetkeztetés

Az LH hatasos lehet az 0j koronavirus ellen. A lonc és az aranycserje a fo virusellenes
gyogyszerek a formulaban. A luteolin (a lonc f6 flavonoidja) képes szorosan kotddni az uj
koronavirus f6 proteazahoz. A luteolin a 2019-nCoV f0 proteazanak aktiv helyeihez a
kristalyszerkezet ligandjaénal alacsonyabb kotédési energiaval kotédik, ami egy lehetséges
erds virusellenes hatasra utal. Ez a kutatas azt jelzi, hogy a TCM lehetségekkel bir az 1j
koronavirus kezelésében. A klorokvin potencidlisan hatékony kezelésnek mutatkozott az uj
koronavirussal szemben; a f0 proteazzal vald kotddése egy kiegészités lehet a
hatasmechanizmusdhoz. A luteolin hasznos lehet olyan Uj vegyliletek kivalasztasaban,
amelyek specifikusan a SARS-CoV-2 {6 proteaz helyeihez kotédnek.



