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Abstract: There are many tools for prediction of the effect of amino acid substitutions on protein
function. In this study, we are focusing on analysis of MAPP method. Although MAPP was deve-
loped as one of the first methods, it has never been frequently used for research purposes. It is ma-
inly due to the difficulty of configuration when user must prepare own alignment and phylogenetic
tree using third-party software. This work aims to develop comprehensive library for full automati-
on of entire prediction process. Due to this reason, optimal parameters of underlying tools are being
searched and consequently evaluated on two independent datasets.
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1. UVOD

Diky modernim sekvenacnim metodam je k dispozici tak velké mnozstvi dat o genetickych varia-
cich organismt, Ze je nelze vSechna zkoumat experimentalné. Z toho divodu se vyviji pocitacové
metody, které sice nejsou tak presné jako laboratorni experimenty, ale jsou vhodné pro ptedzpraco-
vani velkého objemu dat.

Jednim z nastroji pro pfedpovéd’ vlivu mutace na funkci proteinu je program MAPP (Multivariate
Analysis of Protein Polymorphism) [1]. V originalnim textu nebyla metoda MAPP otestovana na
zadném znamém datasetu. Cilem této prace je najit optimalni kombinaci vstupnich parametrti pro
metodu MAPP, otestovat ji na datasetu, ktery se pouziva v proteinovém inzenyrstvi a vytvofit kni-
hovnu pro jeji snadné pouziti. Vyznamny piinos prace spociva také v implementaci dosud neexistu-
jiciho webového rozhrani.

2. METODA MAPP

Tato metoda zkouma piedevsim konzervované pozice, coz jsou mista, ktera se béhem procesu vy-
voje proteinu ménila jen malo a v téchto mistech metoda ptredpoklada, ze mutace bude mit dopad
na funkci proteinu. Konzervovana mista urCuje z vicenasobného zarovnani a fylogenetického stro-
mu. Tyto vstupy vSak uzivatel musi sam vytvofit pomoci programi tietich stran. Pfi rozhodovani
bere MAPP v potaz také odlisnosti v Sesti zakladnich fyzikochemikalnich vlastnostech mezi pa-
vodni a substituovanou aminokyselinou [1].

3. VYHLEDANI PARAMETRU PRO METODU MAPP

Hledani optimalni kombinace podptrnych programti pro metodu MAPP bylo provadéno na protei-
nu laktézového represoru lacl, na kterém metodu testovali sami autofi a uvadi ptesnost predpovédi
69,2%. Zaznamy tohoto proteinu obsahuji 1 517 skodlivych a 2 260 neutralnich mutaci.



3.1. POUZITE PROGRAMY

Jedna varianta analyzy se skladala z kombinace trojice programi a jejich nastaveni. Prvni program
z databaze sekvenci ziskd homologni sekvence, druhy program z nich vytvoii zarovnani a tfeti pro-
gram ze zarovnani vytvoii fylogeneticky strom. U kazdé varianty byla vyhodnocena vysledna ptes-
nost analyzy. Stavovy prostor tvofeny vybérem programu a jejich parametry je prakticky neomeze-
ny. K testovani bylo vybrano 95 kombinaci s cilem co nejlepsiho pokryti stavového prostoru.

K vybéru sekvenci pro analyzu byly pouzity programy HMMER, BLASTP, PSI-BLAST, CD-HIT,
pro konstrukci zarovnani ProbCons, ClustalW, ClusalQ, MAFFT a pro tvorbu fylogenetického
stromu FastTree a RAXML.

3.2. VYSLEDKY

Nejvétsi vliv na vyslednou presnost metody MAPP ma etapa vybéru sekvenci pro analyzu. Jak
ukazuje tabulka 1, ptesnost roste s po¢tem sekvenci vybranych programem BLASTP. Program
BLASTP implicitné¢ sekvence fadi podle podobnosti. Pfi malém poctu velmi podobnych sekvenci
rozhodovaci model metody MAPP detekuje prakticky kazdou pozici za vysoce konzervovanou, a
tedy skodlivou z hlediska efektu mutace. Vice sekvenci znamena také vétsi rozmanitost na jednot-
livych pozicich a tedy i vice informaci o konzervovanosti pro metodu MAPP. Cas potiebny k pro-
vedeni analyzy ale geometricky roste s po¢tem sekvenci. Napt. Cas potifebny pro 50 sekvenci je 14s
a pro 1 500 sekvenci az 6h. I pii 1 500 sekvencich vSak nebyl dostatecné pokryt prostor podobnych
sekvenci ohrani¢eny hodnotou e-value.

Tento problém je mozné fesit shlukovanim sekvenci, ke kterému slouzi program CD-HIT. Kon-
krétni postup vybéru sekvenci byl takovy, ze se programem BLASTP nebo HMMER vybralo z da-
tabaze velké mnozstvi sekvenci (25 000) a na tomto vybéru bylo provedeno shlukovani. Navzajem
podobné sekvence se seskupily do shlukti a z kazdého shluku byla vybrana jedna reprezentativni
sekvence. Tento piistup umoziuje dostate¢né pokryti prostoru nalezenych homolognich sekvenci
pii zachovani malého poctu sekvenci, které vstupuji do analyzy.

Nejlepsiho vysledku (71,2%) bylo dosazeno s metodou vybéru 25000 sekvenci programem
HMMER, nasledné shlukovani programem CD-HIT a vybrani 50 reprezentativnich sekvenci z
vytvofenych shlukd. Tato varianta je oznacena jako HMMER+CD-HIT (viz tabulka 2). Pro
konstrukci zarovnani byl vybran program MAFFT a pro tvorbu fylogenetického stromu program
FastTree, ktery je az o dva fady rychlejsi nez RAXML pii zachovani piesnosti (viz tabulka 3).

. OVERENI PRESNOSTI METODY A KOMBINACE PROGRAMU NA DATASETU

Piesnost metody byla ovéfena na dvou datasetech. Dataset 1 je podmnozinou Protein Mutant Da-
tabase (PMD). Obsahuje 2 247 skodlivych a 1 248 neutralnich mutaci. Dataset 2 se sklada z 12 sil-
né promutovanych proteind a celkem obsahuje 8 074 neutralnich a 4 387 $kodlivych mutaci. Oba
datasety byly pfevzaty z [2]. Pfesnost se méfi jako podil poctu mutaci se spravné predikovanym
vlivem na funkci (dvoustavova hodnota skodlivy efekt / neutralni efekt) viici celkovému poctu mu-
taci. Z divodu nestejného poctu skodlivych a neutralnich mutaci v datasetech byla vysledna pies-
nost normalizovana tak, aby nedochazelo ke zkreslovani vysledku z nevyvazenosti tfid.

Pii testovani datasetul metoda podavala primérné vysledky (viz tabulka 4) a pfi testovani da-
tasetu 2 metoda MAPP piedpovidala dopad mutaci s vyssi presnosti nez ostatni uvedené nastroje
(krom& SNAP). Nejedna se vSak o zasadné vyznamné navySeni presnosti, takze i u tohoto datasetu
se da povazovat nastroj MAPP za srovnatelny s ostatnimi metodami (viz tabulka 5).

Pocet sekvenci 50 150 250 500 1000 1500

Pfesnost 38,4% 38,1% 63,5% 66,5% 67% 67,1%

Tabulka 1:  Zavislost presnosti predikce na poctu sekvenci.




Metoda vybéru BLASTP HMMER BLASTP + CD-HIT HMMER + CD-HIT

Pfesnost 67,1% 68,1% 70% 71,2%

Tabulka 2:  Zavislost presnosti predikce na metodé vybéru sekvenci.

Konstrukce zarovnani

ProbCons Clustalw ClustalQ MAFFT

Tvorba fylogen. FastTree 69,9% 70,3% 71% 71,2%

stromu RAXML 70% 70,4% 70,9% 71,2%

Tabulka 3:  Zavislost ptesnosti predikce na volb& programu pro konstrukci zarovnani a tvorby
fylogenetického stromu.

PhD-SNP SIFT PolyPhen-2 SNAP PON-P MAPP

64% 62% 62% 63% 69% 63%

Tabulka 4:  Piesnosti predikce nastroji na datasetu 1. Hodnoty viech metod s vyjimkou MAPP
byly pievzaty z [3], vysledek MAPP byl vypocitan s pouzitim nastaveni popsaného v tomto ¢lanku.

PhD-SNP SIFT nsSNPAnalyzer SNAP PANTHER MAPP

63% 65% 62% 71% 60% 69%

Tabulka 5:  Pfesnosti predikce nastroji na datasetu 2. Hodnoty vSech metod s vyjimkou MAPP
byly prevzaty z [2], vysledek MAPP byl vypocitan s pouzitim nastaveni popsaného v tomto ¢lanku.

5. ZAVER

Pro nalezenou kombinaci parametrii a podpurnych programt bylo dosazeno na jednom proteinu
0 2% v¢tsi piesnosti, nez na tomto proteinu uvadéli autofi. S timto nastavenim byly metodou ohod-
noceny 2 nezavislé datasety. Z porovnani riznych nastrojii pro piedpovéd’ vlivu mutaci je patrné,
7e metoda MAPP podava srovnatelné vysledky s ostatnimi nastroji.

Nejveétsi vliv na piesnost metody MAPP ma pocate¢ni vybér homolognich sekvenci. Vybrané sek-
vence musi mit dostate¢nou rozmanitost a rozumnou velikost s ohledem na ¢asovou naro¢nost
zbytku analyzy. Pfi feSeni tohoto problému pomohlo shlukovani velkého poctu sekvenci.

Aby metoda mohla byt snadno pouzita uzivateli v odborné komunité, byla v jazyce Python vyvinu-
ta knihovna automatizujici vybér sekvenci, konstrukci zarovnani a fylogenetického stromu. Rovnéz
je zvefejnéno webové rozhrani na adrese http://1147.sci.muni.cz:6214/.
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