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Oz

Siddetli akut solunum yolu sendromu koronaviriisit 2 (SARS CoV-2) pozitif polariteli ve tek iplikli bir RNA
virtisiidiir. Virisiin sebep oldugu COVID19 hastalig1 on ay gibi kisa bir siirede 900 binden fazla insanin 6liimiine neden
oldu. Viriis ile miicadelede etkin ve spesifik bir ilag ve as1 heniiz bulunmamaktadir. ila¢ ve as1 gelistirme calismalar
virlisiin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin kapsamli bir sekilde anlagilmasini gerekli kilmaktadir. Hizli yayilim
gosteren viriisiin yiilksek mutasyon hizi gelistirilecek as1 ve ilaglarin etkinliklerini siirdiirebilmelerinin 6niindeki en
biiyiik engellerden biridir. Hiicresel boyutta viral enfeksiyonun baslangicinda yer alan SARS CoV-2 yapisal olmayan
protein 1 (nspl) onleyici tedavi i¢in potansiyel hedef proteindir. Konak hiicre translasyonunu engelleyen nspl’in
yapisinin bilinmesi énemlidir. Bu ¢alismada 222 Avrupa izolatinda goriilen nspl mutasyonlarinin protein yapida ortaya
cikarabilecegi degisimler yapay zeka tabanli bir modelleme yazilimi olan trRosetta kullanilarak modellenmistir. NCBI
Virilis veritabanindan elde edilen dizi bilgileri MAFFT ¢oklu dizi hizalama programi ile hizalanmistir. Mutasyon
analizleri RDP4 yazilimi ile yapilmistir. Mutant protein primer yapt MegaX yazilimi ile olusturulmustur. Protein kalite
skorlar1 QMEAN algoritmasi kullanilarak analiz edilmistir. Proteinleri fizikokimyasla 6zellikleri ProtParam ExPAsy
programu ile yapilmstir. Elde edilen protein yapilarin konformasyonel analizleri PyMOL ile yapilmistir. SARS CoV-2
Avrupa izolatlarinda goriilen nspl mutasyonlarinin protein sekonder ve tersiyer yapisinda konformasyonel ve topolojik
degisimlere neden olabilecegi tespit edilmistir. SARS CoV-2 katalitik bolgeyi i¢ine alan P153 ve N178 rezidiileri
arasinda kalan bolgede goriilen degisimin proteinin fonksiyonel dzelliklerini etkileyebilecegi disiiniilmektedir. Elde
edilen verilerin dnleyici ve tedavi edici yaklagimlara dnemli veriler sunabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: COVID19, homoloji model, nspl, SARS CoV-2

Changes in Protein Structure Caused by SARS CoV-2 nspl Mutations

Abstract

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS CoV-2) is a positive-polarity single-stranded RNA virus.
COVID19 disease caused by the virus has killed more than 900 thousand people in a short period of ten months. There
is no effective and specific drug and vaccine yet to combat the virus. Drug and vaccine development studies require a
comprehensive understanding of the structural and functional properties of the virus. The high mutation rate of the
rapidly spreading virus is one of the biggest obstacles to the continuity of the efficiency of vaccines and drugs to be
developed. SARS CoV-2 non-structural protein 1 (nspl), which is involved in the onset of cellular viral infection, is a
potential candidate protein for prophylaxis. It is important to know the structure of nspl, which prevents translation of
host cell. In this study, the changes that can be caused by nspl mutations in 222 European isolates in protein structure
were modeled using trRosetta, an artificial intelligence-based modeling software. Sequence information obtained from
the NCBI Virus database was aligned with the MAFFT multiple sequence alignment program. Mutation analyzes were
performed with RDP4 software. The mutant protein primary construct was created with the MegaX software. Protein
quality scores were analyzed using the QMEAN algorithm. The physical chemistry properties of the proteins were made
with the ProtParam ExPAsy program. Conformational analyzes of the obtained protein structures were made with
PyMOL. It has been determined that nspl mutations seen in SARS CoV-2 European isolates may cause conformational
and topological changes in the protein secondary and tertiary structure. It is thought that the change seen in the region
between the P153 and N178 residues, which includes the SARS CoV-2 catalytic region, may affect the functional
properties of the protein. It is thought that the obtained data can provide important data for preventive and therapeutic
approaches.
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GIiRiS

Siddetli akut solunum yolu sendromu
koronaviriisii 2 (SARS CoV-2) Cin’in Wuhan kenti
Hubei sehrinde ilk rapor edildigi 2019 yili Aralik
ayindan giinlimiize 28 milyon vaka ve yaklasik 900
bin olim ile 21. yiizythn en o&nemli saghk
sorunlarindan biri olmustur (Andersen ve ark., 2020;
Worldometer, 2020). SARS CoV-2 pozitif polariteli,
tek iplikli ve zarfli bir RNA viriisiidiir (Sallenave ve
Guillot, 2020). Etmeni oldugu COVID19 hastalig1
Diinya saglik Orgiitii tarafindan 11 Mart 2020’de
pandemi olarak ilan edilmistir.

Diger RNA viriislerinde oldugu gibi yiiksek
mutasyon  oranlar1  SARS  CoV-2’de  de
goriilmektedir (van Dorp ve ark., 2020; Pachetti ve
ark., 2020; Phan, 2020). Hastalik ile miicadelede
kullanilacak onleyici as1 ve tedavi edici ilag
caligmalart igcin SARS CoV-2’nin genomunun tim
yonleri ile aydinlatilmasi biiylik 6nem tasimaktadir.
SARS CoV-2 genomu 29,903  niikleotid
biiyiikliiglinde ve her biri farkli islevsel rollere sahip
12 protein kodlayan bolgeden olusmaktadir (Wu ve
ark., 2020). SARS CoV-2'nin solunum yolu
hastaliklarma neden olan diger koronaviriislerle
karsilastirildiginda yiiksek virtilansini anlama arayisi
nspl proteinine olan ilgiyi arttirdi (Connor ve Roper,
2007). SARS CoV-2 genomu 5’ ucunda, a¢ik okuma
cergevesi 1 (ORF1) icerisinde yer alan nspl proteini
viral enfeksiyon i¢in Onemli roller iistlenmistir.
SARS CoV-2 nspl konak hiicre 40S ribozom alt
initesi ile etkilesime girerek konak hiicre
translasyonunu engeller. SARS CoV-2 nspl-40S
ribozom kompleksi, konak¢i mRNA'larin 5
kodlanmayan  bolgesine (UTR) yakin  bir
endontikleolitik boliinmeyi tesvik ederek konakei
mRNA’larin bozunmalarimi saglar. Viral mRNA'lar,
5'-uclu bir lider sekansin varligi sayesinde nspl
aracili endoniikleolitik RNA ayirimina duyarh
degildir ve bu nedenle bozulmadan korunur. SARS
CoV-2 nspl konak gen ekspresyonunu baskilayarak
enfekte olmus hiicrelerde etkili viral gen
ekspresyonunu ve konakgi bagisiklik tepkisinden
kagmay1 kolaylastirir (Kamitani ve ark., 2009;
Lokugamage ve ark., 2012; Thoms ve ark., 2020).
Diger taraftan nspl, ¢ekirdek ile sitoplazma
arasindaki makro molekiillerin akisini diizenleyen
bir ag gecidi olusturan, niikleer zarf boyunca uzanan
biiylik bir yap1 olan niikleer gdzenek kompleksinin
ana bilesenlerinden olan niikleoporin93 (NUP93)’1i
baglayip lokalizasyonunu degistirerek cekirdekteki
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makromolekiillerin  sitoplazmaya gegisine engel
olmakta ve  bircok genin  ekspresyonunu
engellemektedir (Gomez ve ark., 2019; Nag ve ark.,
2020).

SARS CoV-2’nin etmen oldugu COVIDI19
hastaliginin ~ kesin  tedavisi  bulunmamaktadir.
Bununla birlikte farkli hastaliklarin tedavisinde
kullanilan  ¢esitli ilaglar (Camostat mesilate,
chloroquine phosphate ve hydroxychloroquine
tiirevleri, remdesivir, favipiravir vb.) COVIDI19
tedavisinde de spesifik olmamakla birlikte
kullanilmaktadir (McKee ve ark., 2020). Ilag ve as1
gelistirme  g¢aligmalar1  i¢cin  Onemli  g¢aligma
alanlarindan biri de hedef olacak viral yapinin tespiti
ve yapisal olarak aydinlatilmasidir. Bu c¢aligmada
SARS CoV-2 tedavisinde ilag hedefi olma
potansiyeli olan ve konak hiicre istilasinda dnemli
bir role sahip nspl proteininin 3 boyutlu yapisi
homoloji modelleme yontemi ile modellenmis ve
Avrupa izolatlarinda goriilen mutasyonlarin protein
yapida ortaya koyabilecegi degisimler analiz
edilmistir. Elde edilen veriler mutasyon sonrasi
virlisiin konak hiicre genetik materyali ve proteinleri
ile etkilesimi konusunda tedaviye yonelik onemli
veriler saglayabilir.

MATERYAL VE METOD

SARS CoV-2’nin nspl proteini (erisim kodu:
YP _009725297.1) i¢in referans proteom bilgisi
NCBI veri tabanindan temin edilmistir (NCBI,
2020). Avrupa izolatlarina ait 222 drnegin genom ve
proteom bilgisi NCBI Viriis veritabanindan temin
edilmistir (NCBI Viriis, 2020). Elde edilen dizi
verileri ¢oklu dizi hizalama programi MAFFT
(v7.467) FFT-NS-i algoritmasi ile hizalanmistir
(Katoh, 2002; Carroll ve ark., 2007; Katoh ve ark.,
2018). Amino asit dizilerinin ¢oklu  dizi
hizalamasinda skorlama matrisi olarak BLOSUM80
kullanilmistir (Mount, 2008). Mutasyon analizi
RDP4 yazilimi kullanilarak yapilmistir (Martin ve
ark., 2015). Referans ve mutant nspl dizi verileri
MEGAX vyazilimi kullanilarak  olusturulmustur
(Kumar ve ark., 2018). Referans ve mutant nspl
proteinlerinin fizikokimyasal ozellikleri ExPASy
ProtParam modiilii ile analiz edilmistir (Wilkins ve
ark., 1999). nspl wild ve mutant protein homoloji
modelleri derin Ogrenme tabanli modelleme
programi trRosetta ile gerceklestirilmistir (Yang ve
ark., 2020). Global ve aminoasit bazli model kalitesi
QMEAN 4.1.0 (Kalitatif Model Enerji Analizi)
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algoritmasi kullanilarak degerlendirilmistir (Benkert
ve ark., 2011). Proteinlerin li¢ boyutlu yapilarinin
gorlintiilenmesi  ve  aminoasitlerin  diizlemsel
degisimlerinin  analizleri PyMOL programi ile
gergeklestirilmistir (Ver2.3.4 Schrodinger).

BULGULAR VE TARTISMA

SARS CoV-2 nspl proteini referans dizi ve
NCBI Viriis veri tabaninda genom ve proteom
bilgisi yer alan 222 Avrupa izolat1 (Sekil 1) analiz
edildiginde 84Val>Delesyon, 85Met>Delesyon ve
118Tyr>Cys mutasyonlari tespit edilmistir (Sekil 2).
Mutasyonlar nspl proteininin fiziko kimyasal
ozelliklerinde 6nemli diizeyde bir farkliliga neden
olmamustir (Cizelge 1). SARS CoV-2 nspl referans
ve mutant protein kararsizlik indeksi verileri her iki
proteinin de kararli bir yap1 ortaya koyduguna isaret
etmektedir. Protein yapinin ve diger proteinler ile
olan etkilesimin Onemli belirleyicilerinden olan
yiiklii aminoasit sayilar1 benzerdir. Hidropati indeksi
verileri arasinda 0.018’lik fark iki proteinin farkli
topolojik ve karakteristik ozellikler
sergileyebilecegine isaret etmektedir (Mullan, 2003).

Referans ve mutant nspl proteinleri igin
olusturulan modellerin “kalitatif model enerji
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1 QICI9417_JIN [ESS L VPG F IR KRH VIl LISIL PV L@VRBIVL VR VEEVLSEARGH LK
2.0JC19429 (N ESSI L VPG FIREKIRH V@ LSILPVLEVRDVLVR VEEVLSEARGH LK
3 QICI9477JIN [ESSIL VIPIG F INEIK K Vil LSIL PV LBVRBIVLVR VIEEVLSEARGH LK
4 QUTT2108_f(NESSIL VPG FIREKIRH V@ LSILPVLEGVRDVLVR VIEEVLSEARGH LK
5 QUTT2120 (N ESIL VPG FIREIKIRH Vi@ LSIL PV LBVRBIVL VR VEEVLSEARGH LK
6. QUT72156_f(N BN L VPG F IREKIRH V@ LSILPVLE@VRBVLVR VEEVLSEARGH LK
TQITT2168_f(N ESSI L VPG F IEKIRH V@ LSILPVLEVRBVLVR VEEVLSEARGH LK
B QUTTZ204 (N ESSIL VPG FIREKIRH VI@LSILPVLAVRDVLVR VIEEVLSEARGH LK
9 QITTZ240_(NESIL VPG FIREKIRH V@ LSILPVLEGVRDVLVR VEEVLSEARGH LK
10 QUT72264 N IESI L VPG FIREIKITH Vi@ LSIL PV LBVRBIVL VR VEEVLSEARGH LK
1. QUT276 MBS L VPG F IREIKIRH Vi@l LSIL PV L@VRBIVLVR VEEVLSEARGH LK
12 QUTT2300_ N ESS L VPG F IREIKIRH Vi@l LSIL PV L@VRBIVL VR VEEVLSEARGH LK
13 QUT72420_ N ESSI L VPG F IREIK K Vi@l LISIL PV L@VRBIVL VR VIEEVLSEARGH LK
14 QUTT2430_NESI L VPG FIREKIRH Vi@ LSIL PV LBVRBIVL VR VEEVLSEARGH LK
15, QUT72504 N [ESI L VPG FIREIK K Vi@ LISIL PV LBVRBIVL VR VEEVLSEARGH LK
16. QUT72516 M B L VPG F IREIKIRH Vi@l LSIL PV L@VRBIVL VR VEEVLSEARGH LK
7. QUTT2540_ MBS L VPG F IREIKIRH Vi@l LSIL PV L@VRBIVL VR VEEVLSEARGH LK
18, QUT72564_ MBS L VPG F IREIK K Vi@l LSIL PV L@VRBIVL VR VIEEV LSEARGH LK
19. QUT72600_N |ESS L VPG F IREIKIRH Vi@l LISIL PV LBVRBIVL VR VEEVLSEARGH LK
20, QUT72660_ N ESSIL VPG FIREKIRH Vi@ LSILPVLE@VRDIVLVR VEEVLSEARGH LK
21, QUT72672 W ERH L VPG F IEKIRE V@ LSILPVLE@VRBIVLVR VEEVLSEARGH LK
22 QUTT2720 /MBS L VPG FIREKIRE V@ LSILPVL@VRDVLVR VEEVLSEARGH LK
23 Q72744 N ESSIL VPG FIREKIRH V@ LSILPVLEVRDVLVR VIEEV LSEARGH LK
24 QUT72756 N ESSIL VPG FIREKIRH Vi@ LSILPVLEGVRBIVLVR VEEVLSEARGH LK
25 QUT72828 [N ESSIL VPG FIREKIRH V@ LSILPVLGVRBIVLVR VIEEVLSEARGH LK
26, QUT72652 W |ERH L VPG F IREKIRH V@ LSILPVLE@VRBIVLVR VEEVLSEARGH LK
27, Q172864 N ESSI L VPG FIREKIRH V@ LSILPVLE@VRBVLVR VEEVLSEARGH LK
28, QUT72685_ N ESSI L VPG F IREKIRH V@ LSILPV L@VRDIVL VR VIEEV LSEARGH LK
29, Q72912 N ESSIL VPG FIREKIRH V@ LSILPVLEGVRDVLVR VIEEVLSEARGH LK
30 QUT72936 N [ESSIL VPG F IREIKIRH Vi@ LSIL PV L@VRBVL VR VEEVLSEARGH LK
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analizi” (QMEAN) tabanli kalite skorlar1 referans
Nspl i¢in 0.39+0.06, mutant nspl i¢in 0.38+0.06
olarak tespit edilmistir (Sekil 3). Kalite skorlar
kabul edilebilir limitler (0-1 araliginda) igerisinde
yer almaktadir (Benkert ve ark., 2011). Model
kalitesi agisindan analiz edilen bir diger parametre Z
skorlar1 incelendiginde her iki modelinde uygun
sinirlar icerisinde oldugu, mutant protein modelin
optimale yakin bir model olduguna isaret etmektedir
(Sekil 4).

Elde edilen protein modelleri hizalandiginda
Avrupa izolatlarinda goriilen 84V>delesyon, 85M>
delesyon ve 118Y>C mutasyonlarinin SARS CoV-2
nspl proteininin  konformasyonel ve topolojik
yapisinda Onemli degisimlere neden olabilecegi
goriilmektedir (Sekil 5). Mutasyonlarin proteinin
sekonder yapisinda Onemli degisimlere neden
olabilecegi, referans protein yapida 50. ve 100.
aminoasitler arasinda yer alan beta tabakali yapinin
mutasyon sonrasi protein yapida bobin formasyona
dontistiigii goriilmektedir (Sekil 6b). Bu bolgede
katlanma dinamiklerinde goriilen degisim mutant
proteinin  tersiyer  yapisinda da  Onemli
konformasyonel degisimlere neden olabilecegi
goriilmektedir (Sekil 6).

#)8|e) e8|t 2) 8|4 e 8|2 82 4] 2] 8] 8]2]2

LVEVEKGYLPEL F[‘I_;EVFIKR ARTAPHGH VHVELVAELEG | @YER L
LVEVEKGY LPRALEAPYVF IKREDARMAPHGH VIVELVAELEG | @YGER L
LVEVEKGY LPRALEAPYVF IKREDARMAPHGH VHVELVAELEG | @YGR L
LVEVEKEY LPRLEAPYVF IKREDARMAPHEHVHVELVAELEG @YER L
LVEVEKEY LPALEAPYVF IKREDARMAPHEHVHVELVAELEG I@YER L
LVEVEKEY LPRLEGAPYVF IKRENARMAPHGHVHVELVAELES I QYER L
LVEVEKGY LPRALEAPYVF IKREDARMAPHGH VIVELVAELEG | @YGER L
LVEVEKGY LPRALEAPYVF IKREDARMAPHGH VHVELVAELEG | @YGR L
LVEVEKEGY LPALEAPYVF IKREDARMAPHEHVHVELVAELEG I@YGER L
LVEVEKEY LPALEAPYVF IKREDARMAPHEHVHVELVAELEG I@YER L
LVEVEKEGY LPELEGPYVF IKRENARMAPHEH VHVELVAELEE I QYER L
LVEVEKGY LPRALEAPYVF IKREDARMAPHGH VIVELVAELEG | @YGER L
LVEVEKGY LPRALEAPYVF IKREDARMAPHGH VHVELVAELEG | @YGR L
LVEVEKEGY LPALEAPYVF IKREDARMAPHEHVHVELVAELEG I@YGER L
LVEVEKEY LPALEAPYVF IKREDARMAPHEHVHVELVAELEG I@YER L
LVEVEKEGY LPELEGPYVF IKRENARMAPHEH VHVELVAELEE I QYER L
LVEVEKGY LPRALEAPYVF IKREDARMAPHGH VIVELVAELEG | @YGER L
LVEVEKGY LPALEAPYVF IKREDARMAPHGH VIVELVAELEG | @YER L
LVEVEKEGY LPALEAPYVF IKREDARMAPHEHVHVELVAELEG I@YGER L
LVEVEKEY LPALEAPYVF IKREDARMAPHEHVHVELVAELEG I@YER L
LVEVEKEGY LPELEGPYVF IKRENARMAPHEH VHVELVAELEE I QYER L
LVEVEKGY LPRALEAPYVF IKREDARMAPHGH VIVELVAELEG | @YGER L
LVEVEKGY LPALEAPYVF IKREDARMAPHGH VIVELVAELEG | @YER L
LVEVEKEGY LPALEAPYVF IKREDARMAPHEHVHVELVAELEG I@YGER L
LVEVEKEY LPRLEAPYVF IKREDARMAPHEHVHVELVAELEG @YER L
LVEVEKEGY LPELEGPYVF IKRENARMAPHEH VHVELVAELEE I QYER L
LVEVEKEY LPRLEGAPYVF IKRENARMAPHGHVHVELVAELES I QYER L
LVEVEKGY LPALEAPYVF IKREDARMAPHGH VIVELVAELEG | @YER L
LVEVEKGY LPRALEAPYVF IKREDARMAPHGH VHVELVAELEG | @YGR L
LVEVEKEYVLPRLEAPYVF IKREDARMAPHEHVHVELVAELEG I@YER L

Sekil 1. SARS CoV-2 nspl Avrupa izolatlarinin hizalama sonuglarmin gdsterimi
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WildN3P1 MESLVEGFNEKTHVOLSLPVLOVEDVLVEGFGDSVEEVLSEARQHLEDGT CGLVEVEEGY
mutantNSF1 MESLVEGFNEKTHVOLSLEPVLOVEDVLVEGF GDSVEEVLSEARQHLEDGT CGLVEVEE GV

B L e T
wildN3P1 LEQLEQEYVFIKRSDARTAPHGEVMVELVAELEGIQYGRSGET LGVLVPHVGE IFYAYEK
mutantN5F1 LEQLEQEYVFIKRSDARTAPHGHE —VELVAELEGIQYGRIGET LGVLVPHVGE IFYACEK

LT T B e L T S T T T T T T s
WwildN3E1 VLLERENGNFGAGGHSYGADLESFOLGDELGTDFYEDFQENWNTEHSSGVIRELMEELNGS
mutanti5Fl VLLEENGNFGAGGHSYGADLESFOLGDELGTDFYEDFQENWNTEHSSGVIRELMEELNGS

EE R R E R L LR R R LR R LR LR

Sekil 2. SARS CoV-2 nspl mutasyonlarinin lokasyon bazli gésterimi

Cizelge 1. SARS CoV-2 nspl proteininin referans ve mutant formlarinin fizikokimyasal 6zellikleri

Parametre Referans nspl Mutant nspl
Toplam aminoasit sayisi 180 178
Molekiiler agirlik (da) 19775.31 19484.94
Izoelektrik nokta 5.36 5.36
Negatif yiiklii aminoasit Sayist 27 27
Pozitif yiiklii aminoasit sayis1 19 19
Kararsizlik indeksi 28.83 32.46
Alifatik indeks 89.72 89.10
Hidropati indeksi genel ortalama -0.378 -0.396
10 10
a b
08 08
=4
E 06 08
.‘;i
<04 04
3
g
02 02
0 DD 20 40 60 80 100 120 140 160 ! UU 20 40 60 80 100 120 140 160

aminoasit sayisi

Sekil 3. SARS CoV-2 nspl homoloji modelleri kalite (QMEAN) skorlari
a) Referans nspl b) Mutant nspl
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|Zz-score|>2 e 1<|Z-score|<2 e|Z-score|<1 skmodel |Z-score|>2 e 1<|Z-score|<2 e |Z-score|<l sk model
0o 100 200 300 400 500 0o 100 200 300 400 500
aminoasit sayisi

Sekil 4. SARS CoV-2 nspl homoloji modelleri i¢in Z skor grafikleri
a) Referans nspl b) Mutant nspl

3¢

Sekil 5. SARS CoV-2 nspl proteini homoloji modeli ylizey gosterimi

Mavi renk: referans nsp1, kirmizi renk: mutant nsp1, magenta: katalitik bolge, a) Referans ve mutant nsp1 hizalanmig gosterim

b) Referans nspl c) Mutant nspl

SER-100 SER-98

GLY-148

Sekil 6. SARS CoV-2 nspl referans ve mutant homoloji modellerin sekonder yap1 hizalanmig gosterimi
Mavi renk: referans nsp1, kirmizi renk: mutant nspl, a) 1 ile 50. aminoasitler aras1 bolge b) 51 ile 100. aminoasitler aras1 bolge

c¢) 101 ile 150. aminoasitler aras: bolge
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SARS CoV nspl’in fonksiyonel 6zelliklerinin
anlagilmasina yonelik yapilan mutajenez ¢aligmalari
K164 ve H165 rezidiilerinin nspl’in fonksiyonel
ozelliklerini belirledigini gostermektedir (Narayanan
ve ark., 2008; Jauregui ve ark., 2013). Bu ¢aligsma ile
olusturulan SARS CoV-2 nspl referans ve mutant
modellerde mutasyon sonrasi nspl’in fonksiyonel
bolgesini iceren P153 (mutant nspl’de 151. rezidii)

ASN-178
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ile N178 (mutant nspl’de 176. rezidii) arasinda
kalan 2 alfa sarmal yapiy1 iceren sa¢ tokasi motifli
bolgenin mutant proteinde 3.4 Angstrém disa dogru
acildig goriilmektedir (Sekil 7). Referans ve mutant
proteinler hizalandiginda son rezidiiler (referans igin
G180 ve mutant i¢in G178) arasindaki mesafenin
12.8 Angstrom disa dogru agildigi tespit edilmistir
(Sekil 8).

PRO-151

Sekil 7. SARS CoV-2 nsp1’in fonksiyonel rezidiilerini igeren bdlgenin formasyonel degisiminin gosterimi

a) Referans nspl b) Mutant nspl

GLY-178

GLY-148

GLY-150

Sekil 8. SARS CoV-2 nsp1’in son rezidiileri arasindaki formasyonel degisimin gosterimi

Mavi renk: referans nsp1, kirmizi renk: mutant nsp1, magenta renk: fonksiyonel rezidiiler K164 ve H165
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SARS CoV-2 Avrupa izolatlarinda goriilen ii¢
nspl mutasyonunun protein ii¢ boyutlu yapisinda
fonksiyonel Ozellikleri etkileyebilecek degisimlere
neden olabilecegi goriilmektedir.

Protein yapida goriilen mutasyonlarin proteinin
fonksiyonel ozelliklerini etkileyebilecegi
bilinmektedir ( Wathelet ve ark., 2007; Narayanan
ve ark., 2008; Tanaka ve ark., 2012; Jauregui ve
ark., 2013). Spesifik olarak fonksiyonel bdlgede
gerceklesmese de mutasyonlarin  konformasyonel
yapida ortaya cikarabilecegi degisimler protein-
protein baglanma dinamiklerini etkileyebilir. Viral
enfeksiyonun gelisim siirecinde SARS CoV-2 nspl
ile konak hiicre 40S ribozomal alt {initesi arasindaki
etkilesimin ~ mutant proteinde nasil  degisim
gosterecegi  Ongoriillememektedir. Bu noktada,
birden fazla mekanizma ile konak hiicre protein
sentezini engelleyen ve immiin yanitin gelisimini
baskilayan nspl’in baglanma dinamiklerinin analiz
edilmesi proteinin fonksiyonel o&zelliklerinin ne
yonde  degistigi  konusunda  Onemli  veriler
saglayabilir.

Benedetti ve ark. (2020) SARS CoV-2 npsl’de
tespit ettikleri 3 delesyonun protein yapisini
etkileyebilecegi, ortaya ¢ikan protein yapisal
degisimlerinin konak hiicre ekspresyonunu ve viral
replikasyon agisindan 6nemli degisikliklere neden
olabilecegini ifade etmistir (Benedetti ve ark., 2020).
Vankadari (2020) nspl bolgesini de igine alan ve
SARS CoV-2 viral etkinligi i¢in 6nemli 47 nokta
mutasyonu tespit etmistir. Viriisiin kisiden kisiye
gegisi ile artan mutasyonlarin viral protein yapisinda
degisime neden olabilecegi, viriilans siddeti
etkileyebilecegi ifade edilmis ve bu veriler artan
hastalik oranlari ile iliskilendirilmistir (Vankadari,
2020). Wathelet ve ark. (2007) nsp1’in konak hiicre
immiin yanit1 baskilamada istlendigi iki kademeli
role yonelik tespitleri dikkate alindiginda; nspl
mutasyonlarinin ~ viriilans  etkide artisa neden
olabilecegi ve bu durumun hastaligin seyri ve hasta
sayisinda artig ile sonuclanabilecegi
diistiniilmektedir.

Protein modelleme, ila¢ kesfi ve tasariminda
olduk¢a dnemli bir rol oynar. Protein modelleme ve
yapisal tahmin, ilag tasarim ve sentezleme
siireclerini hizlandirir (Kondabala ve Kumar, 2019).
Yapilan ¢aligmalar hesaplamali araglar ile elde
edilen protein modellerinin NMR ile elde edilen
esdegerleri ile eslestirildiginde yiiksek dogruluga
sahip oldugunu gostermektedir (Braitbard ve ark.,
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2019). SARS CoV-2 nspl proteininin timiini
kapsayan, niikleer manyetik rezonans (NMR) veya
kristalografik yontemler ile elde edilmis yiiksek
¢Oziintrlikli bir ¢ boyutlu model
bulunmamaktadir. RCSB Protein veritabaninda yer
alan model proteinin C terminal bdlgesini temsil
eden 1 ile 116. rezidiiler arasinda kalan bolgeyi
kapsayan ve NMR yontemi ile elde edilen kismi bir
modeldir (PDB giris kodu 2HSX). Bu ¢alisma ile
tim diziyi kapsayan referans ve mutant modeller
olusturulmustur. Bu modellerin SARS CoV2 icin
potansiyel ila¢ adaylarinin belirlenmesine yonelik
caligmalara katki sunacagi diisiiniilmektedir.

SONUC

Sonug olarak; bu g¢alisma ile SARS CoV-2
Avrupa izolatlarinda goriilen {i¢ nspl mutasyonunun
protein ii¢ boyutlu yapisinda fonksiyonel 6zellikleri
etkileyebilecek degisimlere neden olabilecegi
gosterilmektedir. Elde edilen veriler viriilans etki
icin stratejik bir protein olan SARS CoV-2 nspl’in
illag ve as1 hedefi olacagt caligmalara katki
sunacaktir.
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