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Oz

Hiicresel siiregler proteinlerin birbirleriyle yaptiklari etkilesimlerinin iizerinden ilerler. Bilinen protein-protein etkilesimleri,
etkilesim arayiizlerinde meydana gelen nokta mutasyonlari ile yeniden diizenlenebilir. Bu diizenleme sonucunda, mevcut
etkilesimler bozulabilir ve bu durum, kanser ve norodejenaratif hastaliklarin olugsmasina yol agabilir. Mutasyonlarin bu kadar
hayati bir etkisinin olabilmesi, onlarin protein etkilesimleri lizerindeki tesirinin tahminini hesaplamali biyolojinin aktif ¢aligma
alanlarindan biri haline getirmistir. Mevcut mutasyon etki tahmin algoritmalarmin yaninda, iinlii kenetlenme programi
HADDOCK, protein-protein etkilesim arayiiziinde goriilen mutasyonlarin, ayrintili bir sekilde modellenmesine olanak
saglamaktadir. Bu ¢alismamizda, HADDOCK un literatiirde dnerilen kullanim parametrelerini optimize ederek, mutasyon
tahmin performansini iyilestirmeyi hedefledik. Bu kapsamda yaptigimiz karsilastirma calismamizda, HADDOCK un en uygun
parametre segkisi ile bile alternatif bir kuvvet alan1 temelli mutasyon tahmin algoritmasi olan EvoEF1’in performansini
gecemedigini ortaya koyduk. Bunun yaninda, EvoEF1’in performansint EvoEF2, FoldX ve UEP tahmin algoritmalarininki ile
karsilastirdigimizda, EvoEF1’in en iyi performansi gosterdigini gézlemledik. Dolayisiyla, bu ¢alismamizin sonucu olarak,
EvoEF1 programimin kuvvet alan1 temelli nokta mutasyonun etkisini tahmininde 6ncelikli olarak kullanilmasini 6nermekteyiz.
Anahtar Kelimeler: Nokta mutasyonu modellemesi, baglanma afinitesi, HADDOCK, protein-protein etkilesimi, érnekleme
optimizasyonu.

Abstract

Cellular processes are mediated by a diverse range of protein-protein interactions. Point mutations observed across protein-
protein interfaces may lead to severe rearrangements of the available interaction patterns. Consequently, native interactions
might be disrupted, leading to serious diseases, such as cancer. This has put predicting the impact of interfacial mutations as
one of the central questions of the computational structural biology field. To this end, we probed the capabilities of the famous
molecular docking program HADDOCK, in modelling and scoring of the interfacial mutations. For this, we traced the impact
of number of mutations sampled on HADDOCK’s prediction capacity. We observed that even for higher (more thorough)
sampling numbers, HADDOCK could not exceed the performance of another force field-based algorithm EvoEF1, a program
specifically tuned to predict the impact of interfacial mutations. EVOEF1 retained its leading status when we compared its
performance to EvVoEF2, FoldX and UEP algorithms. Thus, we propose EvVoEF1 as a viable force field-based predictor for
estimating the effect of point mutations on protein-protein interactions.

Keywords: Modeling point mutation, binding affinity, HADDOCK, protein-protein interaction, HADDOCK sampling
optimization

I. GIRiS

Hiicredeki yasamsal siireglerin devamliligt proteinlerin birbirleriyle yaptigi etkilesimler araciligiyla belirlenir [1].
Hiicresel metabolizmada yer alan protein etkilesimlerinin karmagsik yapisina bakildiginda, canliligin devami igin
reaksiyonlarin geri doniigsiimlii olmasi ve gegici etkilesimlerle kurulmasi gerektigi gorilir [2]. Gegici
etkilesimlerin olustugu bolge olan etkilesim arayiizii, ya da kisaca arayiiz, tanimi1 ve kullanim amacina gore
degisiklik gdsterse de genellikle iki proteinin etkilestigi bdlgede, 5-7A’luk bir ¢ap icinde kalan tiim etkilesimler
olarak tanimlanir. Etkilesim arayiiziindeki amino asitlerde meydana gelen nokta mutasyonlari, bahsettigimiz bu
gecici etkilesimleri etkileyerek proteinin fonksiyonunu bozabilir [3]. Ayrica, kansere, Alzheimer, Hungtington
gibi norodejeneratif hastaliklara ya da Mendeliyen hastaliklara ve nadir hastaliklara sebep olabilir [4]. Bu
hastaliklarin olusum mekanizmalarinin anlasilmasti i¢in, arayiizdeki amino asitleri hedefleyen protein mithendisligi
yaklagimlart kullanilmaktadir. Bu yaklasimlar, arayliz amino asitlerini nokta mutasyonlar1 ile yeniden
diizenleyerek, etkilesimi istenen yonde (zayif-kuvvetli) kontrol edebilir [5]. Arayiiz etkilesimlerinin incelenmesi,
ayni zamanda evrimsel siiregte korunmus ve giiniimiize ulasmis dogal protein varyantlarinin etkilesime etkisini
anlamamiz agisindan dnemlidir.
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Gonderilme: 19.04.2021, Diizenleme: 10.11.2021, Kabul: 10.11.2021
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Nokta mutasyonu seviyesindeki hassas degisiklikleri,
tekrarli olarak deneysel yontemlerle calismak biiytik bir
emek ve pahali deney diizenekleri gerektirmektedir. Bu
sebeple, deneysel maliyeti ve zamani azaltmak,
arayiizde olusturulan mutasyonlarin etkisini 6l¢mek ve
degerlendirmek icin pek ¢ok hesaplamali ydntem
gelistirilmistir. Bu yontemler, etkilesen partnerlerin
geometrik olarak birbirlerine ne kadar uyumlu
olduklari, evrimsel dizi benzerlikleri, fiziksel enerji
degerleri, istatistiksel olarak etkilesimde bulunma
potansiyelleri gibi degisik bilgileri kullanarak,
mutasyon Sonucunda olusacak yeni -etkilesimlerin
etkisini dogru bir sekilde tanimlamaya calisir [6].
Mutasyon etkisini tahmin eden programlarin
performanst genellikle SKEMPI isimli veri kiimesi
temel almarak Ol¢iilmektedir. SKEMPI veri kiimesi,
literatiirden toplanmig 7086 nokta mutasyonunun,
protein etkilesimlerinde yarattii serbest baglanma
enerji degisim degerlerini (AAG) igermektedir [7]. AG
terimi baglanma serbest enerjisi olmak iizere, AAG
terimi mutant ve yabanil kompleksin baglanma serbest
enerjilerinin farkini temsil eder (Esitlik 1). AAG,
mutasyonun proteinlerin  baglanmasi  {izerindeki
etkisinin bir dl¢iitadiir [8].

)

SKEMPI’'nin daha odakli ve bir alt kiimesi olan
DACUM [9], SKEMPTI’den farkli olarak mutasyonlara
dair enerji hesaplama yontemi bilgilerini, mutasyonun
etkilesimin neresinde oldugu (arayiizde ya da degil) ve
mutasyon tipi (alanin ya da alanin harici diger amino
asitlere doniisenler) gibi bilgileri icermektedir. Bu set
izerinde performanst denenmis ve yaygin olarak
kullanilan programlar arasinda HADDOCK, EvoEF1
ve FoldX bulunmaktadir. Yakin zamanda yayinlanan,
protein-protein ~ komplekslerindeki ~ mutasyonlari
simiflandirmak igin gelistirilmis UEP algoritmasinin
makalesinde [10], EvoEF1 ve FoldX programlarinin
nokta mutasyon etkisini tahmin etmede en iyi
performanst gosterdikleri Interactome3D veri kiimesi
[11] tizerinden ortaya konmustur. Bu iki programin
ortak 6zelligi, mutasyonu yapi lizerinde modellemeleri
ve kuvvet alani (ing. force field) temelli bir skorlama
fonksiyonuna sahip olmalaridir. FoldX [12],
mutasyonlarin baglanma enerjisinde yarattig1 degisimi

AAGmutasyon = AGmutant—kompleks - AGyabaml-kompleks

o0lemek icin gelistirilmistir. FoldX’in skorlama
fonksiyonu, katsayilar1 deneysel verilerden elde
edilmis pek ¢ok enerji teriminin agirlikh

toplamlarindan meydana gelir. EvoEF1 ise protein
tasariminda baglanmay1 tanimlamak iizere optimize
edilmis fiziksel bir enerji fonksiyonudur. Bu fonksiyon;
amino asit i¢i etkilesim, ayn1 ve farkli zincirdeki amino
asitler  arast  etkilesim  enerjilerinin  agirlikli
toplamlarindan olusur [13]. Bu iki yontemin hizlari
karsilagtirildiginda EvoEF1’in FoldX’ten daha hizl
oldugu gorilmistir. Bu calismada HADDOCK un
performanst bahsi gecen karsilastirmali set ilizerinde
test edilmemis olsa da iki yeni makalede
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HADDOCK un, viriis ve konak protein varyantlarinin
COVIDI19 gelisimindeki etkilerini iyi derecede tahmin
edebildigi ortaya konmustur [14, 15]. Bu ¢alismalarin
ilkinde insan Anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2
(hACE2) dogal varyantlarinin etkilesim profilleri
HADDOCK programu ile aragtirilmistir [15]. Digerinde
ise giincel verilerden yola ¢ikarak viriisiin insanlardan
hayvanlara gegisinde yapi bilgisinin, diziden daha
gecerli oldugu HADDOCK yap1 modellemeleri ile
ortaya konmustur [14]. Ancak bu veya benzer
calismalarda, HADDOCK’un mutasyon etkisini
modellemedeki basarisinin 6rneklem (iiretilen model
sayist: genel gegcer durumda 20 ya da 50 olarak
belirlenmistir. bkz. Materyal ve Metod)
parametrelerine  ne  kadar  bagimli  oldugu
aragtirtlmamistir. Bu aciktan yola ¢gikarak HADDOCK
orneklem parametrelerinin optimizasyonunu yapip, bu
yeni parametrelerin  tahmin {izerindeki etkisini,
yukarida listeledigimiz diger kuvvet alani temelli
algoritmalar ile Kkarsilagtirarak ortaya koyduk.
Calismamizin, nokta mutasyon etkilerini modellemek
isteyen arastirmacilara Onemli bir yol gosterici
olacagini diisiinmekteyiz.

Il. MATERYAL VE METOD

2.1. Veri Kiimesi Se¢imi

Bu ¢aligmamizda SKEMPI’nin [7] bir alt kiimesi olarak
secilmis DACUM [9] veri kiimesi kullanilmistir
(https://github.com/haddocking/DACUM). DACUM
veri  kiimesindeki  mutasyonlar, fizikokimyasal
ozelliklerine gore [mutasyonun pozisyonu (baglantida
olan (ing:loop), baglantida olmayan (ing:nonloop);
mutant amino asit tipi (alanine déniisen, alanin harici
diger aminoasitlere doniigen); amino asit yan zincirinin
hacim degisimi (genisleyen, kiiciilen ve nétr)]
siniflandirilmistir. Bu veri setinde ayrica, bir makine
O0grenmesi algoritmast olan iSEE’nin mutasyon
sonucunda gerceklesen AAG degisim tahminleri ile
deneysel olarak olgililmiis AAG  degerleri de
bulunmaktadir [19]. iSEE yontemi, HADDOCK
skorlarmi1 bir random forest algoritmasi dahilinde
kullanarak, DACUM veri seti lizerinde
HADDOCK ’tan daha iyi bir performans gdstermistir.
Biz de bu makaleyi HADDOCK un performansi igin
iist smir ve alt siir tanimini yapacak verileri
barindirdig1 i¢in test kiimemizin se¢iminde referans
olarak kullandik. Bu dogrultuda, iSEE tarafindan AAG
degerleri dogru tahmin edilen (10 adet) ve edilemeyen
(10 adet) olmak tizere, 20 kompleks sectik (Tablo 1).
Bu se¢imimizde dogru tahmin noktalar1 Sekil 1D’de
regresyon c¢izgisine yakin, yanlig tahminler ise uzak
olan verilerden sectik (secilen veriler Sekil 1D’de
turkuaz renk ile isaretlenmistir). Veri kiimesinden bir
alt kiime olusturulurken herhangi bir egilim
yaratmamaya dikkat edilmis, Ornekler tiim wveri
kiimesini kapsayacak sekilde miimkiin oldugunca her
bir ozellikten esit sayida olacak sekilde secilmistir
(Sekil 1, Tablo 1).
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Sekil 1. Secilen 6rneklerin fizikokimyasal 6zelliklerine gore dagilimi.

Tablo 1. Alt kiime olarak se¢ilen 6rneklerin PDB kodlar1 ve mutasyon listesi. iSEE tarafindan AAG skoru dogru
tahmin edilen 6rnekler (¥) ile belirtilmektedir.

PDB Kodu  Zincir Kodu Yabaml Rezidii  Pozisyon =~ Mutant Rezidii
1A22* A ASP 26 ALA
1A4Y™* B ARG 32 ALA
1CSE* | LEU 38 ASP
1E96* A ASN 26 HIS

1F47 A LYS 14 ALA
1IAR* A THR 13 ALA
1KTZ* B SER 25 ALA
1IMAH A TRP 276 ARG
1PPF I LEU 18 TRP
1ROR* | THR 12 GLN
1SIB | LYS 46 ARG
1XD3* B LYS 27 ARG
1Y33 | PRO 39 THR
1Z7X w TYR 434 ALA
2FTL | LYS 15 SER
2G2U* B ARG 144 ALA
2PCC A GLU 290 ALA
3BTM I MET 13 LYS
3SGB* | GLY 26 HIS
3SGB | LEU 12 PRO
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2.2. Verilerin Elde Edilmesi ve Hazirlanmasi

Olusturulan alt kiimenin PDB uzantili dosyalari
DACUM’dan indirilmistir. Buradan indirilen yapilar
pdb-tools (https://github.com/haddocking/pdb-
tools)[16] python paketine ait pdb_occ (yer tutma
degeri (ing: occupancy) siitununu 1.0’a ayarlamak i¢in
kullanildr), pdb_selaltloc (¢oklu konformasyona sahip
amino asitlerde her atom igin yer tutma degeri en
yiiksek olan atomu otomatik olarak segip diger atom
konformasyonunu  silmek i¢in  kullanildi) ve
pdb_delhetatm (PDB yapisindaki kimyasallar1 ve
sular1 temizlemek i¢in kullanildi) araglari1 kullanilarak
HADDOCK programmin okuyabilecegi sekilde
diizenlenmistir. UEP, FoldX, EvoEF1, EvoEF2 ve
deneysel AAG skorlar1i UEP kiitiiphanesinden
(https://github.com/pepamengual/UEP) [10],
AHADDOCK skorlari ise mutant HADDOCK skoru ile
yabanil tip HADDOCK skoru arasindaki fark alinarak
elde edilmistir. Kullanilan biitiin algoritmalar AAG skor
tahminlerini Esitlik (1)’ deki formiilii kullanarak
yapmaktadir [8, 10, 12, 13, 17]. UEP’in hesaplama
setinde bulunmayan o6rneklerin 3-boyutlu mutasyon
modelleri, FoldX (4.0) ve EvoEF1 programlarinin
yonergeleri takip edilerek tiretilmistir. Diger 6rneklerin
FoldX ve EvoEF1 mutasyon modelleri, daha
oncesinden UEP calismasi i¢in modellenip yapilari
depolanan UEP  kiitiiphanesinden, HADDOCK
mutasyon modelleri ise, sonug¢ c¢iktisi olarak gelen
dosyada “structure>itl>water” yolu takip edilerek 50
ve 250 orneklem icerisinde en iyi HADDOCK skoruna
sahip olan (en diisiik deger) modeller alinarak elde
edilmistir.

2.3. Nokta Mutasyonu Uygulanmasi ve HADDOCK
Guru Interface Parametreleri

Koordinat dosyasinda mutasyon yapma islemi, yabanil
amino asit {i¢ harf kodunun mutant amino asit ii¢ harf
kodu ile degistirilip, yan zincir atomlarinin da (N, CA,
C, O ve CB atomlar1 haricindeki atomlar) silinmesi ile
yapilmistir. Eksik yan zincir atomlar1 HADDOCK
tarafindan tamamlanmustir. Orneklerin hem mutant
hem de yabanil tip formlarinin HADDOCK skorlart,
Sekil S1°de belirtilen HADDOCK?2.2 Guru Interface
parametreleri  (https://wenmr.science.uu.nl/)[18] ile
hesaplanmistir. HADDOCK, mutasyonun etkisi
orneklemek icin rastgele secilmis farkli hizlarla
baslayan kisa molekiiler dinamik simiilasyonlari
uygular. Her bir 6rneklenen yapi, farkli simiilasyondan
gelen drneklemin sonucudur. HADDOCK kullanilarak
yapilan arayiiz mutasyon modellerinde, yaygin olarak
20 ve 50 6rneklem sayilar1 kullanilmistir [19].

2.4. Programlarin RMS degerlerinin Karsilastiriimasi
Deneysel ve mutant protein yapilarn arasindaki
karsilagtirmalar, ortalama karekdk sapmast (RMS)
degerinin hesaplanmasi ile yapilmistir. RMS analizi
HADDOCK, FoldX ve EvoEF]1 ile iiretilen modellerle
yapilmistir. EvoEF2’de mutasyon modeli
iiretebilmesine ragmen deneysel verilerle performansi
daha koti  oldugu icin karsilagtirmalara  dahil
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edilmemistir. Modellerin RMS  karsilagtirmalari
HADDOCK ’un ilk 250 ve 50 6rneklem igerisindeki en
iyi skora sahip yapilar referans alinarak; “HADDOCK
250 - HADDOCK 507, “HADDOCK 250 - EvoEF1”,
“HADDOCK 250 - FoldX”, ve “FoldX - EvoEF1”
ciftleri  arasinda, PyMol (https://pymol.org/2/)
programi kullanilarak yapilmistir.

III. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. HADDOCK Ornekleme Optimizasyonu
HADDOCK igin literatiirde dnerilen 6rneklem sayilart
20 veya 50 olarak gegmektedir (bkz. Yontem).
Calismamizda, bu 6rneklem sayilarmin yeterli olup
olmadigi, Tablo 1°de verilen veri seti kullanilarak
aragtirtlmigtir. Bunun igin Orneklem sayisinda en
yiiksek sinir olarak 500 kullanilmistir. 500 6rnegin skor
dagilimlari, olusum sirasina gore 20’lik, 50’lik ve
100’lik araliklara ayrilarak kutu ve ¢izgi grafigi
iizerinden incelenmistir. Kutu grafiginin i¢i, dogasi
geregi, genel gecer degerleri barindirdigindan, skoru
diger modellere gore daha diisiik olan minimum ug
degerlere (ing:outlier) odaklanilmigtir [20]. Sekil S2°de
secilen 20 Ornegin HADDOCK skorlarmin 50’lik
araliklara gore kiimiilatif dagilimi, kutu ve ¢izgi
grafikleri ile gosterilmistir. Olusturulan grafiklerin her
aralig1 incelenerek, en diisiik enerjiye, en az 6rnekleme
sayisiyla ulasan aralik optimum O&rnekleme sayisi
olarak belirlenmistir. Aktarilan siirecin
gorsellestirilmesi adina, veri setinden alinan 1ROR ve
1CSE komplekslerinin 6rnekleme optimizasyonu Sekil
2’de gosterilmistir.

IROR o6rneginin ¢izgi grafiginde yabanil tip i¢in en iyi
HADDOCK skoru ilk 350, mutant tip i¢in ise ilk 50
yap1 igerisinde elde etmistir (Sekil 2c). Yabanil tipte
300. araliga kadar HADDOCK skoru degismeyip,
orneklenen 300. yapidan 350. yapiya gegerken
HADDOCK skorunda yaklagik iki birimlik bir iyilesme
gorlilmiistiir (Sekil 2b). Mutant tipte ise 6rneklenen ilk
50 yapidan sonra HADDOCK skoru hi¢ degismeyip
500. araliga kadar ayni sayida kalmistir (Sekil 2a).
HADDOCK skorunda yaklasik iki birimlik bir iyilesme
elde etmek i¢in yabanil tip i¢in fazladan 300 model
iretmek yerine bu 6rnek i¢in optimum Srneklem sayisi
“50” olarak belirlenmistir. 1CSE o6rneginin ¢izgi
grafiginde yabanil tipte drneklenen ilk 100 yapidan 150
yapiya gegerken HADDOCK skorunda yaklasik 1
birim, 450. yapidan 500. yapiya gegerken ise yaklasik
0.5 birimlik bir iyilesme meydana gelmistir (Sekil 2f).
Mutant tipte ise orneklenen ilk 50 yapi ile 500. yap1
arasinda ¢ok degiskenli bir sekilde gegisler meydana
gelmistir (Sekil 2¢). 350. yapidan 400. yapiya gecerken
yaklagik 2.5 birimlik bir iyilesme olduktan sonra
HADDOCK skoru hi¢ degisime ugramadan 500.
yapiya kadar ayni skor ile devam etmistir. Yabanil tip
icin fazladan 350 yap1, mutant tip i¢in ise fazladan 200
yap1 lretmek yerine bu drnek igin optimum 6rneklem
sayisi ise “300” olarak belirlenmistir. Yukaridaki
orneklerde oldugu gibi, her protein kompleksi i¢in
optimum Orneklem sayisina ulasilan nokta, doygunluk
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noktasi (ing: saturation point) olarak tanimlanmustir.
Tiim veri seti lizerinde, farkli boliimleme sayilart igin
gozlemlenen doygunluk noktalar1 histogram grafigi ile

analiz edilmistir. Sekil 3°te goriildiigii gibi HADDOCK
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Sekil 2. 1ROR ve 1CSE 6rneklerinin yabanil tip ve mutant formlarinin minimum HADDOCK skorlarimin
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Sekil 3. Segilen 20 6rnegin 20°lik (A) ve 50°lik (B) araliklara gore kiimiilatif doygunluk oraninin histogram
grafikleri ile gosterimi. (*) optimum doygunluk miktarini belirtmektedir.
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3.2. Programlarin AAG Tahminlerinin Deneysel

AAG Skorlariyla Karsilastirilmasi
Mutasyonun baglanmaya etkisini tahmin etmeye
yarayan kuvvet alani temelli HADDOCK, FoldX,
EvoEF1 ve EvoEF2 programlarin performanslarinin,
deneysel verilerle karsilagtirilmast  Sekil — 4’te
gosterilmistir. Bu programlar mutasyonlari bir kuvvet
alan1 etkisinde modeller ve enerji degisimlerini
hesaplar. Bu programlarin yaninda UEP, sisteme
yiikklenen yapidan ¢ok hizli ve basit bir sekilde ama
herhangi bir yap1 iiretmeden, en az iki bagka atomla
daha etkilesim yapma kriterlerine uyan arayiizdeki
amino asit mutasyonlariin baglanmaya olan etkilerini
hesaplar. Kullandigimiz veri seti igerisinde UEP
kriterlerine uymayan mutasyonlar Tablo 2.’de
gosterilmistir.

Tablo 2. UEP hesaplama kriterlerine uymayan alt
kiime verileri

PDB Zincir Yabaml Pozisyon Mutant
Kodu Kodu Rezidii Rezidii
1A22 A ASP 26 ALA
1F47 A LYS 14 ALA
1IAR A THR 13 ALA
1IKTZ B SER 25 ALA
1SIB I LYS 46 ARG
1XD3 B LYS 27 ARG
2G2U B ARG 144 ALA
3SGB I GLY 26 HIS
HADDOCK o6rnekleme optimizasyonunun AAG

tahmin performansini gozlemlemek icin Orneklerin
klasik HADDOCK diizeneginde kullanilan 50
orneklem sayisindaki minimum degerler de dikkate
almmugtir. Deneysel verilerle en iyi korelasyonu veren
program EvoEF1 (n=20’de R?=0.27), ardindan da
FoldX’tir (n=20’de R?=0.18). EvoEF2, EvoEF1’e
kiyasla deneysel verilerle daha koti korelasyon
gostermigtir. Bu farklilik EvoEF1 ve EvoEF2
arasindaki monomerik amino asit amino  asit

2

R=0.11 RZ0.18

E =]

Deneysel AAG Skoru (kcal/mol)
én

Deneysel AAG Skoru (kcal/mol)

etkilesimlerindeki kuvvet etkisinden
kaynaklanmaktadir [17]. EvoEF1’de van der Waals
¢ekim kuvvetinin EvoEF skoruna etkisi, itme
kuvvetinin etkisinden fazlayken EvoEF2’de bu durum
tam tersidir. Van der Waals itme kuvvetinin fazlaligi,
genisleyen yan zincir mutasyon tiplerinde sterik
carpismalar i¢in daha yiiksek bir ceza vererek
AAGStabilite ve AAGBaglanma tahminlerinde,
EvoEF2’nin EvoEF1’den daha kotii performans
gostermesine yol agmustir [17]. Yapmis oldugumuz
HADDOCK 6rnekleme optimizasyonu sonucunda, 250

orneklem  sayisinn, HADDOCK  ornekleme

fonksiyonunu iyilestirmesine ragmen istatistiksel

olarak deneysel AAG skorlariyla anlamli  bir

korelasyona gotiirmedigi gdzlenmistir.

3.3. Programlarin Mutant Yapr Modellerinin
Karsilastirilmasi

Programlarin  yapt modelleme performanslarini

karsilagtirmak igin tretilen yapilar arasinda RMS
degerleri hesaplanmistir (Sekil 5). Kiigik RMSD
degeri, yapilarin birbirine daha ¢ok benzedigi anlamina
gelmektedir [19]. Yapr modeli iiretebilen programlar
(HADDOCK, EvoEF1 ve FoldX) arasinda yapilan ikili
model benzerligi karsilastirmasinda birbirine en g¢ok
benzeyen modellerin FoldX ve EvoEFl1 (RMSD
ortalamas1 = 0.37 A) tarafindan iiretildigi goriilmiistiir.
HADDOCK 250 ve 50 érneklem sayili modeller ise
FoldX - EvoEF ikilisinden sonra birbirine en ¢ok
benzeyen modelleri tiretmistir (RMSD ortalamasi =
0.49 A). Sekil 6d’de 2PCC 6rnegi iizerinden gosterilen
model benzerliginde de FoldX-EvoEF1 modellerinin
benzerligi goriilmektedir. HADDOCK - FoldX ve
HADDOCK EvoEF1  modellerinin  RMSD
ortalamalar1 sirastyla 0.74 A ve 0.93 A olmustur.
Uretilen yapt modelleri arasinda en biiyiik farkliligin
HADDOCK 250 ve EvoEF1 modelleri arasinda oldugu
goriilmiistir  (Sekil 5). Bu bulgu, kullanilan
yontemlerin arasindaki performans farkinda farkli
mutasyon modelleme yaklagimlarinin  da  etkili
oldugunu gostermektedir.

R=0.27

Deneysel AAG Skoru (kcal/mol)

o 1 o
UEP AAG Skoru

RZ0.14 R=0.16
o

o o

Deneysel AAG Skoru (kcal/mol)
o

Deneysel AAG Skoru (kcal/mol)

d

FoldX AAG Skoi

10
ru

-1 0

C 1
EvoEF1 AAG Skoru
R=0.13

2

Deneysel AAG Skoru (kcalimol)

0 10 20 30 40

EvoEF2 AAG Skoru

50 -30 =20

-10
A HADDOCK Skoru 50

0

10 20 30 -20 0 10 20

OCK Skoru 250

-10 30
A HADDH

Sekil 4. Programlarin tahmin skorlarinin deneysel AAG baglanma afiniteleri (kcal/mol) ile karsilastiriimast.
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0.9

RMS Sonuglarn

0.3

0.0

FoldX-EvoEF1 HD250-EvoEF1

HD250-FoldX

Programiar

Sekil 5. FoldX-EvoEF1 (kirmizi), HADDOCK 250-EvoEF1 (yesil), HADDOCK 250-FoldX (mavi) ve
HADDOCK 250-HADDOCK 50 (mor) yapr ikililerinin RMS sonuglarinin kutu grafigi ile dagilimi (A).

Programlar

B3 FouxEvoer
B3 Hozs0-EvoEF1
B3 Hozs0-Foiox

B3 Ho250-HDS0

HD250-HD50

c

d

Sekil 6. 2PCC EA290A mutant yapisinin farkli programlarca iiretilmis modellerinin RMS karsilastirmalari
(PyMol).Turuncu: HADDOCK 250, mor: HADDOCK 50, gri: FoldX, lacivert: EVOEF1 yapilarim belirtmektedir

Farkli skorlama fonksiyonlarinin modelleme basarisi
iizerindeki etkisini tespit etmek icin HADDOCK ve
EvoEF1 programlarinin  skorlama  fonksiyonlari
aragtirtlmistir. Bu programlarin skorlama formiilleri
sirastyla Esitlik (2) ve (3)’te gosterilmektedir [13, 18].

Enappock = 1.0 * Evpw + 0.2 * EgLek
+ 1.0 * EpesoLv + 0.1 * Ear

@)
®)

Eevoer = Evow + EeLex + Eng + EpesoLv - Erer
Evow, EeLek, Ens, EpesoLv, EaIr, Erer sirasiyla toplam
van der Waals, elektrostatik (Coloumb Kuvveti),
hidrojen baglanma, desolvasyon, belirsiz etkilesim
kisitlamasi (ing:Ambiguous Interaction Restraints) ve
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protein sekansinin referans enerjisini belirtir. Veri
kiimemiz igerisindeki 20 &rnegin HADDOCK ve
EvoEF1 programlariyla {iretilen yapt modellerinde
etkilesim arayliziinii olustururken baskin olarak
kullandiklar1 kuvvetleri belirlemek icin her enerji
teriminin skora olan katkis1 korelasyon analizi ile
belirlenmistir (Sekil 7). Buna gére HADDOCK i¢in
secilen 20 drnegin arayliz etkilesimlerinde elektrostatik
(R? = 0.77) ve van der Waals (R?> = 0.51) enerji
terimlerinin etkisi fazlayken desolvasyon enerjisinin
(R? = 0.05) etkisi diger iki terime kiyasla daha azdir
(Sekil 7 a, b, ¢). EvoEF1°de ise sirastyla van der Waals
(R? = 0.81), hidrojen baglanma (R? = 0.75) ve
desolvasyon (R? 0.55) enerji terimleri arayiiz
etkilesimlerinde baskindir (Sekil 7 d, e, £, g).
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Sekil 7. HADDOCK ve EvoEF1 skorlarinin enerji terimleriyle korelasyonu.

HADDOCK, yap1 hesaplama araci olarak CNS kuvvet
alanim1  [21] kullanmaktadir. Molekiiller arasi ve
molekiiler ici enerjileri, OPLS kuvvet alaninin bagl
olmayan  (ing:nonbonded)  parametreleri  [22]
kullanilarak 8.5A sinir1 (ing:cut-off) dahilindeki tim
van der Waals ve elektrostatik enerjileri
degerlendirerek hesaplamaktadir [23]. HADDOCK *tan
farkl1 olarak EvoEF1 hesaplama verimliligi i¢in
maksimum etkilesim st smir degerini 6A olarak
ayarlamustir. Ayrica EvoEF1, van der Waals enerjisini
hesaplamak icin CHARMM 19 kuvvet alaninin [25] bir
parcast olan Lennard-Jones 12-6 potansiyelinin
modifiye edilmis halini kullanir. EvoEF1 elektrostatik
icin ise kismi yiikli atomlarin elektrostatik
etkilesimlerini PARSE metodunu kullanir [24]. Bu
yontem, yiiklii iki atom arasindaki mesafeye gore
hesaplama yapmaktadir. Bu mesafenin o6tesindeki
kismi yiiklii etkilesimler i¢in elektrostatik degeri “0”
kabul edilir [13]. Van der Waals kuvvet etkisinin
EvoEF1’de HADDOCK’a kiyasla daha etkili
olmasinin sebebi belirlenen farkli kuvvet alaninin etkisi
olabilir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda CNS kuvvet
alanin1  kullanan HADDOCK baglanma afinitesi
tahmini ig¢inde kullanilmis fakat genel fonksiyonlara
sahip oldugu i¢in anlamli istatistiksel sonuglara
ulagilamamigtir [26]. EvoEF1 igin segilen kuvvet
alanlar1 ve belirlenen smir degerlerinin baglanma
afinitesi tahmin performansinda HADDOCK ’a kiyasla
daha dogru sonuglar vermesinin sebebi olabilecegi
diistiniilmektedir.

IV. SONUC VE ONERILER

Protein-protein etkilesimlerinde nokta mutasyonlarinin
etkisini tahmin etmeye yarayan bir¢ok program farkli
enerji terimleri ve kriterler kullanilarak gelistirilmistir.
Yapilan bu ¢alismada HADDOCK un protein-protein
etkilesimlerinde nokta mutasyonunun etkisini tahmin
performansi, literatiirdeki diger kuvvet alani temelli
baglanma afinitesi tahmin programlart olan EvoEF1,
EvoEF2, ve FoldX ile karsilastirilarak analiz edilmistir.
Deneysel verilerle en iyi korelasyonu veren
programlarin sirastyla EvoEF1, FoldX, EvoEF2,
HADDOCK oldugu Sekil 4°te yapilan AAG hesaplama
performanst  analizi  sonucunda  belirlenmistir.
HADDOCK i¢in yapilan optimizasyon iglemi
sonucunda Orneklem sayisi arttirilarak daha diisiik
enerjili modeller {iretilmesine ragmen deneysel
verilerle anlamli bir korelasyon elde edilememistir.
Kullanilan programlardaki bu performans farkliliginin
yap1 modellemeye ne kadar bagli oldugu RMSD analizi
ile belirlenmistir. Uretilen yap1 modellerindeki en
biiyiik farkliligin HADDOCK ve EvoEF1 ikilisi
arasinda oldugu bulunmustur. Skorlama
fonksiyonlarinin performans etkisini gdzlemlemek igin
HADDOCK ve EvoEF1 programlarinin kullanmis
olduklar1 kuvvet alanlar1 ve belirledikleri cut-off
degerleri incelenerek secilen Orneklerin arayiiz
etkilesimlerindeki baskin  kuvvetleri belirlenmek
istenmistir. Yapilan analizlerde EvoEF1 ig¢in segilen
kuvvet alani ve belirlenen cut-off degerlerinin,
baglanma  afinitesini  tahmin  performansinda
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HADDOCK a kiyasla daha anlamli sonuglar vermekte
etkisi olabilecegi goriilmiistiir. Ayrica EvoEF1’in ¢ok
hizli mutasyon modellemesi yapmasi ve nokta
mutasyonu etkisini hizli tahmin etmesi ile HADDOCK
ve FoldX’ten ayrilmaktadir. Tim bu sonuglar
dahilinde, EvoEF1’in nokta mutasyonu etkisini kuvvet
alan1 temelli olarak tahmin etmek igin kullanilabilecek
en iyi program oldugu tespit edilmistir. Bu programi
kullanarak ileride hizli bir sekilde protein-protein
etkilesimleri tizerinde ¢aligmalar yapilabilir, yeni
arayliiz profili hazirlanarak baglanmay1
iyilestirebilecek ya da kotilestirebilecek nokta
mutasyonlar1 hizli bir sekilde belirlenebilir.
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HADDOCK web sunucusunun, arayiiz mutasyonu uygulamak i¢in kullanimi:

You may supply & name for your docking run (one word)
Name [1A22 |

First molecule

Structure definition

v

Where is the structure provided?

[1'am submitting it ~]

Which chain of the structure must be used?

PDBE structure to submit

Dosya secilmedi

or: PDB code to download |

Restraint definition
Data to drive the docking

Flezse supply residues s comma-separsted lists of residue numbers

Active residues (directly involved in the interaction) |

Passive residues (surrounding surface residues) |

Define passive residues automatically around the active residues O

Segment 1D to use during the docking |

What kind of molecule are you docking?
Histidine protonation states

Semi-flexible segments

Fully flexible segments

Protein/peptide/ligand ~

The N-terminus of your protein is positively charged O

The C-terminus of your protein is negatively charged O
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Second molecule ¥

Structure definition

Where is the structure provided? | | am submitting it Vl

‘Which chain of the structure must be used?

PDE structure to submit Dosya Sec |Dosya secilmedi

or: PDB code to download | |

Restraint definition
Data to drive the docking

Blease supply residues a5 comma-separated lists of residue numbers

Active residues (directly involved in the interaction) | |

Passive residues (surrounding surface residues) | |

Define passive residues automatically around the active residues O

Segment ID to use during the docking | |

What kind of meolecule are you docking?

Histidine protonation states

Semi-flexible segments

Fully flexible segments

The N-terminus of your protein is positively charged O

The C-terminus of your protein is negatively charged O

Distance restraints ¥
If you specified that passive residues will be defined autematically, all surface residues will be selected |6 3 |
within the following radius (in angstroms) arcund the active residues -
Instead of specifying active and passive residues, you can supply @ HADDOCK restraints TBL file Dosva secilmadi
{ambiguous restraints) ¥ £ ¥ &
You can supply a HADDOCK restraints TBL file with restraints that will always be enforced (unambiguous Dosya Sec | Dosya secilmedi

restraints)

If one of your molecules is DNA/RNA, restraints are automatically created to preserve its structure.

Uncheck this option if you are docking with unstructured DNA/RNA

Create DNA/RNA restraints?
HADDOCK deletes by default all hydrogens except those bonded to a pelar atom (N, O).

Uncheck this option if you have NOEs or other specific restraints to non-polar hydrogens

Remove non-polar hydrogens?
Random patches

Define randomly ambiguous interaction restraints from accessible residues O
Center of mass restraints

Define center of mass restraints to enforce contact between the molecules

Force constant for center of mass contact restraints |1 0 |

Surface contact restraints

Define surface contact restraints to enforce contact between the molecules O

Force constant for surface contact restraints |1.U |

Random exclusion

Randomly exclude a fraction of the ambiguous restraints (AIRs)
Number of partitions for random exclusion (%:excluded=100/number of partitions) |2.U |
Do you want to define a radius of gyration restraint (e.g from 5AXS5)7 |
Radius of gyration |1?.73 |
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&

Sampling parameters

Number of structures for rigid body docking |5[]0 |

Number of trials for rigid bedy minimisation

Sample 180 degrees rotated solutions during rigid body EM

Number of structures for semi-flexible refinement |500 |

Sample 180 degrees rotated solutions during semi-flexible 5A

Solvent to use for the last iteration

Mumber of structures for the explicit solvent refinement |500 |

Epsilon constant for the electrostatic energy term
Note that for explicit solvent refinement cdie with epsilon=1 is used
Epsilon | 10.0 |

g mode

Solvsted doci

Perform solvated docking O

«

Advanced sampling parameters

]

Perform cross-docking

er of structures in all iterations by the number of starting structure combinations.

Enable this option to

depends an the cross-docking parame!

Randemize starting orientaticns

Perform initial rigid body minimisation

Allows translation in rigid body mini
initial seed for random number generator

it parameters

temperature for rigid bedy high temperature TAD

initial temperature for rigid bed
final temperature after first cocling step
initial temperzturs for second TAD cooling step with flexible side-chain 2t the inferface

final temperature after second cooling

p

initial temperzature for thind TAD cooling step with fully flexible interfzce

final temperature after third cocling step

time step

factor for timestep in TAD

or rigid body high temperzture TAD

number of

number of uring first rigid bedy coclin

uring secend cooling stage with flexible side-chains at interf:

number of MD

number of MD

uring third cocling stage with fully flexible interf

fina! solvated refinement

number of steps for heating ph

number of steps for 200K phase

number of steps for cocling phase (300, 200, 100K)

ofg|z HEEERBEEREEEELE
=211 = =R E=E=] -
(=] Fa [=11k=1

caloulzts icit desolvation energy (note this will double the cpu requirements)

£

Analy:

parameters

Mumber of structures to analyze |500 |

Cutoff distance (proton-acceptor) to define an hydrogen bond |2 5 |

Cutoff distance {carbon-carbon) to define an hydrophobic contact |3.9 |

After the final solvent refinement, write additional PDE files including solvent 1

Username and password or EGI Check (You should be registered befors)

Is this a COVID-19 related submission ?

Username ‘ ‘

Password
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Sekil S2. 50°1ik araliklara gore se¢ilen drneklerin HADDOCK skorlarinin kiimiilatif dagilimlarinin kutu ve ¢izgi
grafiklerle gosterimi.
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