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Abstrakt

Tvorba fylogenetickych stromt je v souCasnosti béZznou vizualiza¢ni metodou na vyjadieni
evoluénich vztahti druhti. Tato préce se soustfedi na vysvétleni matematické teorie popisuji-
ci molekularni fylogenetiku a na navrh modifikovaného algoritmu na odvozovani evolu¢niho
stromu zalozeného na vnitroskupinové analyze nukleotidovych a aminokyselinovych sekven-
ci. Dale popisuje objektovy navrh a implementaci téchto metod v jazyce Python a integraci
nastroje do velkého bioinformatického portalu. Navzena feSeni davaji lepsi vysledky oproti
konvenénim metodam prti zhlukovani preddefinovanych shlukt a jsou co do vstupnich dat
Siroce pouzitelné. Prace také zavérem diskutuje mozné jiné aplikace navrhnutych metod a
ich rozsifeni na iné obory informacnich technologii.

Abstract

Phylogenetic tree inference is a very common method for visualising evolutionary relati-
onships among species. This work focuses on explanation of mathematical theory behind
molecular phylogenetics as well as design of a modified algorithm for phylogenetic tree infe-
rence based on intra-group analysis of nucleotide and amino acid sequences. Furthermore,
it describes the object design and implementation of the proposed methods in Python lan-
guage, as well as its integration into powerful bioinformatic portal. The proposed modified
algorithmic solutions give better results comparing to standard methods, especially on the
field of clustering of predefined groups. Finally, future work as well as an application of
proposed methods to other fields of information technology are discussed.
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Kapitola 1

Uvod

Od ¢ias Darwina a publikovania jeho klucového diela evolucnej biolégie [4] ubehlo uz vy-
Se storocie. Za ti dobu zaznamenal tento odbor velky pokrok. Vdaéi za to okrem iného
uspechom molekularnych biolégov (sekvenovanie DNA) a ¢oraz tesnejsej viizbe na moderné
vypoctové metddy bioinformatiky, bez ktorych by mnoZstvo otédzok zostalo dodnes nezod-
povedanych. TAto praca sa snazi poskytnit plynuly prechod od evolu¢nej biolégie cez
matematiku az po informatiku, aby vzapiti mohla podaf poskytnuté a osvojené znalosti a
postupy do ruk molekularnej fylogenetiky.

V 1vode sa Citatel dozvie zdkladné poznatky z oblasti evoluénej a molekuldrnej biold-
gie. V dalsich ¢astiach sa potom préca podrobnejsie venuje molekularnej fylogenetike ako
podmnozine spominanej oblasti.

Kapitola 3 poskytuje chronologicky pohlad na tvorbu fylogenetického stromu, je na-
sledovand kapitolou mapujicou dostupnost komeréného aj nekomeréného programového
vybavenia venujiceho sa fylogenetickej analyze biosekvencii.

Na zéklade teoretickjch poznatkov, skiisenosti s pracou s dostupnym programovym
vybavenim a pokynov konzultanta tejto prace je navrhnuta nové aplikicia na rekonstrukciu
fylogenetickych stromov.

Ustrednym bodom préce je, ¢o do vyznamu, reprezentécia skupiny sekvencii pomocou
sekven¢ného profilu ziskaného frekvencnou analyzou a nasledné matematické odvodenie
origindlnych metrik na urcenie podobnosti takychto skupin. Tieto metriky sa opieraju
o teoretické zaklady uvedené v ivodnych kapitolach prace, konkrétne o substitu¢né modely.

Spolu so spominanymi metrikami bude predstaveny origindlny algoritmus TDCG zalo-
Zeny na divizivnom pristupe. Navrhnuté riesenia buda implementované v jazyku Python
a naviac bude predstaveny postup, ako vytvorené néastroje integrovat do bioinformatického
portalu Mobyle.

Ako bude zrejmé zo zaverecnych kapitol, praca poskytuje bohaté moznosti na rozsire-
nia zasahujtce do viacerych odborov bioinformatiky, umelej inteligencie ale aj spracovania
v Specializovanom hardware.

Uplnym zéverom bude zhodnoteny prinos vytvorenych rieSeni v kontexte existujiicich
metdd na poli bioinformatickej analyzy.



Kapitola 2

Biologicka evolucia

Biologické evolicia je dlhodoby, samovolne prebiehajuci proces, v ktorého priebehu vzni-
kaju, prip. jednoradzovo vznikli z nezivych systémov systémy zivé, a tieto zivé systémy sa
potom dalej vyvijaju a vzdjomne diverzifikuji. Evolu¢né bioldgia ako vednd disciplina sa
zaoberd Studiom vlastnosti biologickej evolucie a jej konkrétnymi mechanizmami [3].

2.1 Vysvetlenie zakladnych mechanizmov

V ramci biologickej evolucie funguje niekolko procesov, vdaka ktorym sa organizmy vyvijaju,
vzajomne diverguju (vznikaji nové druhy) a kumuluji zmeny vo svojej struktire a spravani.
Medzi tieto mechanizmy patria predovsetkym:

e Prirodzeny vyber (selekcia) — mechanizmus popisujici systematicky vyber z mnoziny
nahodne vzniknutych dedi¢nych zmien (mutacii) také, ktoré st ucelné z hladiska zi-
vota ich nositelov. Preziju teda predovsetkym najzdatnejsi jedinci, pretoze ich c¢elné
vlastnosti im zabezpecia nezanedbatelny priestor v dalsich generaciach.

e Mutagenéza — ide o hybny mechanizmus celej evolucie, nakolko ako jediny zo spo-
minanych javov generuje genetickt variabilitu. Hladiac na tato problematiku oca-
mi informatika, ide o uré¢ity ndhodny prepis programového kédu (daného sekvenciou
nukleotidov, pripadne aminokyselin). Tymto principom sa v poslednych desatrociach
hojne inSpirovala aj samotna informatika [29]. Nakolko je vyskyt mutacii klacovy pre
metédy molekularnej fylogenetiky, bude im venovana samostatnd sekcia 2.3.

e Geneticky drift — alebo geneticky posun. Ide o nahodné posuny vo frekvencii vyskytu
jednotlivych aliel (konkrétnych variant génov) v genofonde ur¢itej populacie. Je to
sposobené tym, ze v rdmci populdcie ani zdaleka neddjde ku vzajomnej kombinécii
vSetkych aliel zastipenych v genofonde. Redlne vznikne ovela menej genotypov, ako
je teoreticky mozné [3].

e Molekularny fah — zahffia procesy suvisiace so Sirenim repetitivnych tsekov DNA
(napr. génov v niekolkych kdpidch) v rdmci genému i celého genofondu. Svojou
funkciou pripomina geneticky drift, na rozdiel od neho vSak nepracuje na baze nahody.
V rdmci molekularneho tahu nahradza jedna alela ind alelu nie preto, Ze by bola
vyhodnejsia, ale preto, Ze je ucelnejsie rozlozena na tirovni DNA (vicsi pocet kdpii).



2.2 Biosekvencie

Sekcia poskytuje struény popis nukleotidovych a polypeptidovych retazcov.

2.2.1 Struktira DNA a RNA

Zakladnou jednotkou DNA je nukleozid, ktory je zloZzeny z cukru deoxyribézy, na ktora
ja naviazana niektora zo styroch dusikatych baz, t.j. dvoch pyrimidinovych baz - tyminu
(T) a cytozinu (C), resp. purinovych baz - adeninu (A) a guaninu (G). Susedné nukleozidy
su spojené medzi 5’- a 3’- atémom uhlika. Nukleozid vytvara spolu s fosfatovou skupinou
nukleotid. Molekulu DNA tvoria dva linedrne refazce, v ktorych sa nepravidelne striedaja
jednotlivé nukleotidy. Linedrne refazce st spojené tzv. vodikovymi mostikmi medzi kom-
plementarnymi dusikatymi bézami, t.j. AT(dva mostiky) alebo GC(tri mostiky). Refazce
st antiparalelné, t.j. 5-koncom jedného vldkna sa paruje s 3’-koncom druhého vldkna.
V priestore vytvaraji dvojzévitnicu. Molekula RNA je podobnd DNA s tym rozdielom, Ze
miesto cukru deoxyribdzy sa tu nachadza ribéza a tymin je nahradeny uracilom (U) [8].

Postupnost nukleotidov tvori primérnu struktiru nukleovej kyseliny. Kéduje gény, regu-
la¢né oblasti a vSetky informacie potrebné pre struktiru a funkciu kazdej bunky organizmu.
Z hladiska bioinformatiky sa na molekuly DNA a RNA pozera ako na refazec nad abecedou
nukleotidov.

2.2.2 Strukttra proteinov

Proteiny st tvorené sekvenciou aminokyselin. Kazda aminokyselina je zlozend z tzv. ami-
noskupiny (obr.2.1, mnozina A), alfa uhlika (obr.2.1, mnozina C) a karboxylovej skupiny
(obr.2.1, mnozina B). Na alfa uhlik sa navizuje tzv. postranny retazec(obr.2.1, mnozina
R), ktorého struktira odliSuje od seba jednotlivé aminokyseliny.

Obrazok 2.1: Schéma aminokyseliny [36]

Proteiny tvori dovedna 20 aminokyselin. Na zaklade chemicko—fyzikalnych vlastnosti
ich mozno rozdelit do skupin, ako znazortiuje Vennov diagram na obrézku 2.2.

Proteiny vykondvaji v organizmoch rozmanité funkcie — stavebné, katalyzacné (en-
zymy), transportné (hemoglobin), pohybové, zdsobné, signalne i regula¢né. Z hladiska
bioinformatiky sa na primarnu Strukttru proteinu hladi ako na retazec nad abecedou ami-
nokyselin [23].
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Obrazok 2.2: Vennov diagram zndzornujuci vztahy jednotlivych aminokyselin [3]

2.2.3 Centralna dogma molekularnej biologie

Popisuje prenos informéacie z DNA do proteinov [38]. Standardné cesta spoc¢iva v nasledov-
nych krokoch:

e replikicia alias kopirovanie DNA do DNA - za tcasti viacerych enzymov (okrem
ingch DNA-polymerézy) sa dvojzavitnica DNA rozpletie a ku kazdému z povodnych
retazcov, ktoré slazia ako templat, sa dosyntetizuje komplementarny retazec. Vznikni
tak z jednej dsDNA' dve identické dsDNA.

e transkripcia alias prepis informécie z DNA do mRNA (mRNA je messenger RNA ¢ize
akysi posol, ktory donesie prepisant informéciu z DNA na preklad do ribozémov)

e translicia alias preklad informéacie z mRNA do proteinu. Kazd4 aminokyselina je
kédovana tzv. kodénom alebo tripletom (trojica nukleotidov) na mRNA. Kodény sa
prekladaji v bunkovych organeldch, ribozémoch, na sekvenciu aminokyselin podla
tabulky na obrazku 2.3. Transport aminokyselin do ribozému zabezpec¢uji molekuly

tRNA.

Obrazok 2.4 schmematicky zhina uvedené poznatky. Tzv. otvorenym c¢itacim ramcom
nazyvame oblast medzi START a STOP kodénom (vid obrazok 2.3). Tato oblast poten-
cidlne kéduje protein. (Pozn.: Sekcia 2.3 diskutuje okrem iného drastické nasledky posunu
¢itacieho ramca v dosledku bodovych mutacii.)

!double stranded DNA, t.j. dvojretazcovd DNA



T C A G
T TTT Phe I TCT Ser S TAT Tyr Y | TGT Cys C
TTC TCC TAC TGC
TTA  Leu L | TCA TAA STOP TGA STOP
TTG TCG TAG TGG Trp W
C CTT  Leu L CCT  Pro P CAT His H | CGT Arg R
CTC ccc CAC CGC
CTA CCA CAA Gln Q | CGA
CTG CCG CAG CGG
A ATT Ile I ACT Thr T AAT Asn N | AGT Ser S
ATC ACC AAC AGC
ATA ACA AAA Lys K | AGA Arg R
ATG  Met M | ACG AAG AGG
G GTT Val \Y GCT Ala A GAT Asp D | GGT Gly G
GTC GCC GAC GGC
GTA GCA GAA Glu E | GGA
GTG GCG GAG GGG

Obrazok 2.3: Standardny geneticky kéd

2.3 Mutacie

Pod pojmom mutacie rozumieme také zmeny v Struktire genetického materialu, ktoré po-
tencialne menia zmysel genetickej informacie, dodrziavaju vsak syntaktické pravidla zapisu.
Pokial st tieto pravidld porusené, hovorime o poskodeni DNA.

Mutécie mozno rozdelit podla ich fyzickej povahy nasledovne:

e bodové

e retazcové

e na urovni chromozémov

e na urovni celého genému

7Z hladiska tejto prace st klucové bodové mutéacie. Delia sa na:

e zamenové mutacie — substiticie (transverzie a tranzicie)

delécie
e insercie

V tsekoch kdédujicich proteiny treba rozdelif bodové mutécie podla toho, aky maju
vplyv na vysledny protein.

e synonymné muticie (samesense) — s désledkom degenerovanosti genetického kédu
(jednu aminokyselinu kéduje viacero réznych kodénov); mutécie tohto typu st z hla-
diska prirodzeného vyberu viiésinou neviditelné, teda neutralne

e nesynonymné (missense) mutéacie — sposobuji, ze je jedna aminokyselina nahradena
inou; pokial mé nahradend aminokyselina podobné fyzikalno-chemické vlastnosti, ide
o konzervativnu zdmenu [3], ktord nemusi vyrazne menit biologick funkciu.

e nezmyselné (nonsense) mutacie — triplet kédujici aminokyselinu mutuje na jeden
z troch terminacénych kodénov, ¢o méa velmi vézne nasledky pri syntéze proteinu (pre-
dc¢asné zastavenie translacie)
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Obréazok 2.4: Centralna dogma molekuldrnej bioldgie [30]

NajdrastickejSie zmeny v preklade spdsobuju insercie a delécie, v ddsledku ktorych sa po-
sunie cely ¢itaci rdmec a teda nukleotidova sekvencia sa prelozi do uplne odlisného sledu
aminokyselin.

2.4 Zarovnanie biologickych sekvencii

Zarovnanie (alignment) biologickych sekvencii patri k jednej z najdélezitejsich uloh bioin-
formatiky. Déava odpoved na otazky o podobnosti génov, odliSnosti organizmov a casto
poméha urcit aj funkciu daného génu. V neposlednom rade zarovnanie poskytuje infor-
méciu o konzervovanych castiach sekvencii a o evoluénej pribuznosti jednotlivych druhov,
¢o je v pripade tejto prace klucové. Zakladny typ zarovnania je parové zarovnanie dvoch
sekvencii. Moze byt lokalne alebo globédlne. V pripade lokélneho zarovnania sa hladé uréity
spoloény sekvenény motiv, napriklad vyskyt nejakej kratkej sekvencie v rdmci celého ge-
noému. Zakladnym algoritmom na rieSenie problému lokalneho zarovnania je algoritmus od
Watermana a Smitha [30]. Vyuziva pristupy dynamického programovania.

V pripade globalneho zarovnania sa predpoklada urcitd miera podobnosti sekvencii po
celej ich dizke, ide zvii¢sa o tzv. homologné sekvencie s rovnakou alebo velmi podobnou
dlzkou a podobnou evolu¢nou histériou. Zakladnym algoritmom globalneho zarovnania je
algoritmus Needleman—Wunsch [25], ktory podobne ako Waterman-Smith vyuziva dyna-
mické programovanie.

Spomenuté metddy st vypoctovo velmi ndroc¢né, preto sa v praxi vyuzivaji heuristické
algoritmy, ako napriklad BLAST [1] a FASTA [18].

Rozsirenim parového zarovnania je viacnasobné zarovnanie, kde sa pozaduje vic¢Sinou
zarovnanie na globélnej arovni. Na vstupe sa teda predpokladd mnozina sekvencii, ktorej



jednotlivé prvky sa upravuju vkladanim medzier (tzv. indelov — insercii a/alebo delécii).
Hlad4 sa teda takd konfiguracia jednotlivych refazcov, kde sa pod sebou nachadzaji vzdy
znaky identické, v pripade aminokyselin znaky maximéalne podobné podla substitu¢nej ma-
tice(vid sekciu 3.1).

V pripade globélneho zarovnania st to napriklad algoritmy CLUSTAL [11] a MUSCLE
[6]. NakoIko tento typ zarovnania bude vyuzity pri fylogenetickej analyze, budt algoritmy
diskutované podrobnejsie.

2.4.1 CLUSTAL

Algoritmus CLUSTAL [11] je uplne automatizovany algoritmus viacndsobného zarovnania.
Pozostava z troch zékladnych krokov:

e Zostrojenie matice parovych vzdialenosti jednotlivych sekvencii. Na uréenie parovych
vzdialenosti je na vyber bud rychla, ale menej presnd metdda, ktord vycita hodnoty
skore z najdlhsich diagonal bodového diagramu, alebo presnejsia, no vypoctovo naro-
¢nejsia metdda, kde sa optimalizuje zarovnanie kazdej dvojice sekvencii. Tento krok je
¢asovo najzlozitejsou castou algoritmu, pre N sekvencii je nutné vykonat N(N —1)/2
porovnani, s poc¢tom sekvencii rastie teda cas kvadraticky.

e Na zéiklade matice podobnosti sa vytvori zhlukovou analyzou tzv. guide tree alebo
vodiaci strom.

e Podla vytvorenej matice podobnosti sa potom prevedie parové globalne zarovnanie
dvoch najpodobnejsich sekvencii a postupne sa k nim zarovnavaju dalsie, vzdialenejsie
sekvencie.

Algoritmus funguje dobre pre sekvencie, ktoré maju velky pocet konzervovanych oblasti,
a teda nie je nutné pridévat velky pocet medzier. V opacnom pripade hrozi vznik me-
dzerovych artefaktov — CLUSTAL totiz pri zarovnavani medzery pridéva, nevie ich vSak
odstraniovat. Ak sa teda raz "nespravne’rozhodne, tuto skuto¢nost kompenzuje vklada-
nim dal$ich medzier, ¢o mé za nésledok vytvorenie medzerovych zhlukov a signalizuje, Ze
zarovnanie nie je optimaélne.

Implementéciou algoritmu CLUSTAL je program ClustalW? s textovym uzivatelskym
rozhranim a s podporou vo viacerych webovych sluzbach a jeho rozsirenie ClustalX s gra-
fickym uzivatelskym rozhranim.

2.4.2 MUSCLE

Pre popis algoritmu je nutné najprv ¢itatela oboznamit s tzv. pocitanim k-tic.

Pocditanie k-tic pre 2 sekvencie

Na vstupe predpokladdme sekvencie X a Y. Pomocou posuvného okienka sliding win-
dow sa vytvori mnozina vsSetkych k-tic Wj. Nasledne sa vytvori mnozina vyskytov tychto
podretazcov pre obidve sekvencie zvlast, teda mnoziny cx a cy. Medzi tymito vyskytmi
sa vypocita Euklidovské vzdialenost (vid rovnica 2.1), ktord ur¢i mieru podobnosti tychto
sekvencii. Je totiz Statisticky dokazané, ze existuje korelacia medzi zhodou v pocetnosti
vyskytu podretazcov a podobnostou celych sekvencii [22].

2dostupny na http://www.clustal.org/
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n

d(X,Y) = (cx —ey).(ex —ey) =Y _(exi — eyi)’ (2.1)

i=1
Skére Sum of Pairs

Ide o metriku na posudzovanie kvality viacndsobného zarovnania, ktord vychidza z myslien-
ky, Ze skdre viacndsobného zarovnania je vysoké, pokial je vysoké i skdre dvojic zarovnanych
sekvencii.

Vyipocet prebieha nasledovne: Pre kazdy stipec viacnasobného zarovnania je vypocitané
skére vsetkych dvojic znakov:

Scalar,az,...,an) = Y S(a;a;) (2.2)
i#]
M(a;,aj) if(a; and a; # —)
S(a;,aj) = 0 if(a; and a; = —) (2.3)
—g otherwise

M{(a;,aj) je polozka skérovacej matice pre nukleotidy, resp. aminokyseliny a;,a; a g je
penalizacia za vlozenie medzery.

Popis
Algoritmus MUSCLE pozostava z 3 faz:

1. Draft progressive — cielom je vytvorit prvotné viacnasobné zarovnanie sekvencii, doraz
sa kladie na rychlost, nie na presnost. Faza pozostava z tychto krokov:

e Vypocet vzdialenosti k-tic (kmer distance) pre kazdy par vstupnych sekvencii,
vytvorenie matice vzdialenosti D1.

e Zhlukovanie podla matice D1 pomocou algoritmu UPGMA (popis vid podsekcia
3.3.2), ktorého vysledkom je bindrny strom TREF1.

e Na zéklade TREF1 sa vytvori prvotné zarovnanie. Pre kazdy vnutorny uzol
stromu sa vytvori profil podla synovskych uzlov. Uzly stromu sa prechadzaja
algoritmom prefix order (teda synovia pred rodiémi). Na konci tohto kroku sa
nachadza v korenovom uzle prvotné viacnasobné zarovnanie sekvencii oznacova-

né ako MSAL.

2. Improved progressive — najpravdepodobnejsim zdrojom chyb v prvej faze je odhad
vzdialenosti k-tic, tato faza preto sprestiuje pévodny odhad a pozostava z nasledov-
nych krokov:

e 7Z MSAI vypocitat pomocou Kimurovej vzdialenosti (popis vid 3.1.2) a skon-
$truovat maticu vzdialenosti D2.
e 7 matice D2 sa vytvori pomocou UPGMA binarny strom TRE E?2

e Podobne ako v poslednom kroku prvej fazy sa podla stromu TREFE2 vytvori
viacnasobné zarovnanie MSA2. To sa vSak pocita len pre tie podstromy, ku
ktorym doslo k zmene v porovnani so stromom T REFE1
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3. Refinement — Iterativne sprestiovanie vysledku.

e Zo stromu TREFE3 sa vyberie hrana (zoznam hran je zoradeny podla klesajucej
vzdialenosti od korefiového uzlu). Strom sa na zaklade tejto hrany rozdeli na dva
podstromy. Pre kazdy z nich sa vytvori novy profil ipravou profilu z pévodného
stromu.

e V pripade, Ze sa zvy$i skére SP (Sum of Pairs) nového viacndsobného zarovnania,
tak sa toto uchova, inak sa zahodi.

e Predchadzajice kroky sa opakuju tak dlho, kym konverguju alebo ked sa dosiah-
ne limit dany uzivatelom.

Vystup v podobe viacndsobného zarovnania je vzdy v trefom kroku 1., 2. aj 3. fazy. To
st tym padom miesta, kde mozno alignment ukonéif. Prvé dve fazy sa niekedy nazyvaja
MUSCLE-p. Pokial zna¢i L dlzku sekvencii a N ich pocet, potom je ¢asova zlozitost
prvych dvoch faz spolu O(N? + NL + L?). Tretia faza priddva k casovej zlozitosti este
vyraz O(N3L).
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Kapitola 3

Mbolekularna fylogenetika

Fylogenéza ako vznik a vyvoj jednotlivych vyvojovych linii organizmov je predmetom stadia
fylogenetiky. Fylogenetika sa snazi zrekonstruovat priebeh tzv. kladogenézy. Kladogenéza
je poradie a spdsob vetvenia vSetkych vyvojovych linii v priebehu evolucie [3].

Molekularna fylogenetika zapaja do sktimania organizmov ich molekularne znaky, pre-
dovsetkym poradie nukleotidov a aminokyselin.

Molekularne znaky maju prakticky zasadne kvalitativny charakter. Geneticka informéa-
cia je zapisand v DNA v digitdlnej forme, takze je mozné ju prekédovat do alfabetickych
znakov a odovzdat v tejto podobe bez akejkolvek straty ¢i skreslenia informécie. Kapitola
v niekolkych sekcidch obozndmi ¢itatela s najdolezitejsimi metédami spracovania biosek-
vencii z pohladu molekuldrnej fylogenetiky a tvorby fylogenetickych stromov.

3.1 Substituéné modely

Substituéné modely reprezentuji techniku zistovania vzdialenosti medzi zarovnanymi sek-
venciami, t.j odhad ich evolu¢nej (substitucnej) vzdialenosti d. Pri vypoéte bert modely
do Uvahy typy substiticii, ako st zobrazené na obrazku 3.1. V tejto sekcii bude znazorneny
vSeobecny model spojitych markovskych refazcov, ako aj jeho implementécia v konkrétnych
substituénych modeloch.

3.1.1 Markovské retazce

Na modelovanie substituénych dejov sa pouzivaju tzv. markovské refazce v spojitom case
[37]. Kazda pozicia v sekvencii je modelom reprezentovanym markovskym retazcom. Platia
pren nasledovné podmienky:

e model je stochasticky

e jednotlivé pozicie v ramci biosekvencie na sebe navzajom v Case nezavisia, kazda
evolvuje samostatne

e Cas je spojitou veli¢inou, T' =< 0, 00)
e stavy su diskrétnou veli¢inou, spravidla ide o koneénii mnozinu

e markovskd vlastnost — pravdepodobnost hodnoty nasledujiceho stavu zavisi len na
hodnote aktualneho stavu a uz nie na stavoch minulych, systém teda nedisponuje
ziadnou paméitou
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T—=C —=A T viacndsobnd substifiicia

T T-=C jednoduchi substiticia
C—-T C-T paralelna substificia
A A
A=G—=C A—=C konvergentnd substinicia
G—=A—=G G spdtna substifiicia
A A
C C
~. _—
T e

AT

TC

TT

AA

(.

GG

AA

(o

Obrazok 3.1: Mozné substittcie na fragmente DNA [39]

e stacionarita, resp. homogénnost — sposob zavislosti bezprostredne budiiceho stavu na
pritomnom stave sa nemeni v ¢ase [19]

VSeobecny model Nech je stav retazca v ¢ase t X (t). Popisuje ho tzv. matica intenzit
prechodu homogénneho markovského retazca [19] Q = ¢;7, kde ¢;j je intenzita prechodu zo
stavu ¢ do stavu j, ktort formélne popisuje rovnicad.1

Pri{X(t+ At) = j|X(t) =i} = ¢jAt,pre kazdé j # i (3.1)

Interval (¢,t+ At) je infinitezimalny. Pre diagonalne prvky ¢;i musi platif ¢;j = — > i i 7,
aby bol sti¢et prvkov v kazdom stlpci rovny nule. Prvok —g;i teda udéva intenzitu prechodu
zo stavu ¢ do Tubovolného iného stavu systému.

Z matice @ sa odvodzuje dalej tzv. matica prechodov P(t) pre Tubovolné ¢ > 0: P(t) =
pij(t), kde prvok p;j(t) = PrX(t) = j|X(0) = i. Je rieSenim diferencialnej rovnice

dP(t)/dt = P(t)Q, (3.2)
ktora mé riesSenie:
P(t) = e%t (3.3)

(Pozn.: Odkazy na podrobné odvodenie uvedeného vztahu 3.3 diskutuje Yang [39])
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Markovsky retazec je dalej definovany vektorom poéiatoénych pravdepodobnosti 7).
Za ¢as t sa pravdepodobnostné rozlozenie zmeni z 7(°) na 7(*), &o vyjadruje vztah:

7® = 70 p(¢) (3.4)

Priklad: St dané inicidlne pravdepodobnosti vyskytu jednotlivych nukleotidov v dlhej sek-

vencii, teda vektor 7(0) = (Wt(o), 7r£°>, 7['6(10), Wéo)). Po uplynuti ¢asu t zodpovedaji propor-

cie nukleotidov vektoru 7(¥. Pre mf,f), teda pre frekvenciu nukleotidu T, plati: mf,f) =
7T§9)pTT(t) + Wg))ch(t) + Wff)pAT(t) + Wg))pgT(t), ¢o zodpoveda rovnici 3.4.

Pre t — oo sa systém ustéli tak, Zze pravdepodobnost jednotlivych stavov zodpoveda
vektoru staciondrnych pravdepodobnosti 7. Plati:

TP(t)=m (3.5)

Systém dosiahne ekvilibrium a dalej svoje pravdepodobnostné rozloZenie stavov nemeni.

3.1.2 Modely nukleotidovych substitacii

Pri popise nukleotidovych substitiicii pomocou markovskych retazcov plati vSeobecny popis
uvedeny na zaciatku kapitoly. Mnozine stavov zodpovedaju jednotlivé nukleotidy, teda
S={T,C,A G}

p-vzdialenost

Ide o zakladn(i metriku na urcéovanie odhadu vzdialenosti dvoch nukleotidovych sekvencii.
Je dand vztahom:

p=mna/n (3.6)

kde ng4 znaci pocet rozdielnych nukleotidov a n celkovy pocet porovnavanych dvojic nuk-
leotidov. Téato metdda je relativne presnd v pripade, Ze sa porovnévaji velmi podobné
sekvencie. So zvySujlcim sa p, teda so vzrastajiucou vzdialenostou sekvencii, klesa presnost
odhadu p, pretoZze sa v modeli vobec nezohladriuji paralelné a spiitné substittcie.

Jukes and Cantor

Metéda autorov Jukes a Cantor [13] predpokladd rovnaka pravdepodobnost substiticie
medzi jednotlivymi nukleotidmi. Jej matica intenzit prechodu jednotlivych nukleotidov ma
teda nasledovni formu:

34 A A
R S WY

C=lwl=1 X X a2 (3.7)
SRS WD W )\

Stipce, resp. riadky matice zodpovedaji nukleotidom T,C,A a G, presne v tomto poradi.
Matica prechodov je po vypocte diferencidlnej rovnice (vid uvod tejto kapitoly):

po(t) pi(t) pu(t

)
| pi(t) po(t) pi(t) pi(t)  po(t) =g+ Fem M,
P(t) = p(@ i) pold) pilt) ,shodnotaml{pl(t) :%—%e_‘l/\t, (3.8)
pi(t) p1(t) p1(t) po(t)

Vlastnosti matice prechodov:
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e sicet prvkov v stipci je vidy 1, nakolko sa markovsky retazec musi nachadzat v nie-
ktorom zo Styroch moznych stavov

e P(0) = I, I je jednotkovd matica, ktord znaci, ze nedochadza k ziadnej evolicii,
pravdepodobnost nukleotidovej substiticie je teda nulova

Vektor stacionarnych pravdepodobnosti je 7 = (np, 7o, 74, 7q) = (1/4,1/4,1/4,1/4), ¢o
logicky vyplyva z rovnakej pravdepodobnosti zmeny z nukleotidu na iny nukleotid.

Model sa musi vysporiadat s pritomnostou viacndsobnych substiticii, a to tym, Ze sa
zohladnia vSetky mozné evoluéné cesty, ako sa dostat z nukleotidu 7 do nukleotidu j. Tento
jav popisuje Chapmanov-Kolmogorovov teorém [39]:

pij(ts +t2) = Zpik(tl)pkj(tz), (3.9)
k;

ktory hovori, Ze pravdepodobnost, Ze sa nukleotid 7 zmeni v ¢ase t; + to na nukleotid 7, je
dany stuctom pravdepodobnosti vSetkych medzistavov k.

Nakolko je model Jukes a Cantor najjednoduchsi, je vhodné na miom ukézat odvodenie
evolu¢nej vzdialenosti dvoch nukleotidovych sekvencii: Z rovnice 3.7 vyplyva, Ze intenzita
prechodu z jedného lubovolného nukleotidu na iny je vidy 3\. Za predpokladu, Ze sa
sekvencie vyvijali oddelene pocas obdobia ¢ ¢asovych jednotiek, divergovali zo spolo¢ného
predka pred t/2 ¢asovymi jednotkami.Evoluéna vzdialenost tychto sekvencii je d = 3At.
Podla rovnice 3.8 je pravdepodobnost toho, Ze sekvencie maji na prislusnej pozicii odlisnt
hodnotu nukleotidu, dana vzfahom:

p=3pi(t) = 2 - 26_4)‘t = 26_4(1/3 (3.10)
Po nahradeni p za p-vzdialenost (p) a logaritmovani predchadzajuicej rovnice vznika vztah
pre vypocet odhadu evolu¢nej vzdialenosti dvoch nukleotidovych sekvencii pomocou modelu
Jukes a Cantor:

- 3 4
d=—-In(l1—=p 3.11
Sin(1 - 2p) (311)
Kimurov dvojparametrovy model
Kimurov dvojparametrovy model [14] berie do tvahy rozdielny vyskyt tranzicii a transverzii

v porovnavanych sekvenciach. Pod pojmom tranzicia rozumieme substiticiu pyrimidinu za
pyrimidin alebo purinu za purin, zatial ¢o transverzia je substitiicia z jednej do druhej
skupiny. Modelu zodpoveda nasledovna matica intenzit prechodov:

—(a+20) o g B
Q= {a;} = g (a ;25) —(ai\k 28) 2 (3.12)
g g o (o +20)

Rychlost substiticii je dand st¢tom transverzii a tranzicii, a teda o + 2. Kimura odvodil
podiel tranzicii (P) a transverzii (Q) v ¢ase t po divergovani dvoch sekvencii s nasledovnym
vysledkom:

P = (1/4)(1 —2e~4atB)t 4 =85t (3.13)
Q = (1/2)(1 —e % (3.14)
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Celkovy pocet substitiicii medzi dvoma sekvenciami je teda dany ako:
d=2rt =2at+4pt = —(1/2)In(1 — 2P — Q) — (1/4) In(1 — 2Q) (3.15)

Odhad d sa ziska tak, ze za P a Q sa dosadia empirické hodnoty ziskané z porovnavanjch
sekvencii.

Tamurov trojparametrovy model

Spomenuty Kimurov model pocita s priblizne rovnakym vyskytom vsetkyjch styroch nukle-
otidov. V realnych datach tomu tak nemusi vzdy byt, obzvlast vyskyt nukleotidov G4C sa
moze odklanat od oc¢akdvanych 0,5. Tamurov model [31] rozsiruje Kimurov model o tato
informéciu (odhad).

—(1—-0)(a+20) B(1—0) 66 af
B(1-8)  —(1-6)(a+28) af 86
@ B(1—6) o(1-6)  —(1-8)(a+28) 66 (3.16)
a(l—10) B(1—0) 66 —0(a+20)
Odhad poctu substiticii pomocou Tamurovho modelu je potom:
d=—hln(l —P/h—Q)—(1/2)(1 — h)In(1 —2Q) (3.17)
h=20(1-6) (3.18)

Premennd A (rovnica 3.18) je odchylka od predpokladanej hodnoty 0,5 (tzv. G+ C-content
bias) a 0 je podiel nukleotidov G a C (tzv.G+C content) v porovnavanych sekvenciach.
Hodnota 6 vo vzorci 3.17 je spolo¢né pre obidve sekvencie. V skutocCnosti sa vsak tie-
to hodnoty moézu ligit. V tomto pripade mozno vzfah rozsirif o hodnoty 6; a 65, ktoré
prislichaji porovnavanym sekvenciam. Upravuja rovnicu 3.18 nasledovne:

h =101+ 05— 260,05 (3.19)

Popis dalsich modelov mozno najst v [16] a [39].

3.1.3 Modely aminokyselinovych substiticii

Podsekcia diskutuje metriky, ktoré sa vyuzivaju pri odhade evolu¢nej vzdialenosti amino-
kyselinovych sekvencii.

p-vzdialenost

Podobne ako pri nukleotidovych sekvenciach, ide aj v pripade aminokyselin o zakladni
metriku na uréovanie podobnosti. Vzorec je identicky s rovnicou 3.6.

PC-vzdialenost

Vztah p a t nie je linearny. Rozdiel medzi ng a skutoénym poc¢tom substiticii za¢ne narastat,
pokial dochédza k viacndsobnym aminokyselinovym substiticidm. Z toho dovodu sa pri
odhade poctu substitucii zavadza koncept Poissonovho pravdepodobnostného rozloZenia.
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Odvodenie poissonovskej vzdialenosti: Pre jednoduchost sa predpokladd rovnaka
substituénéd rychlost na vSetkych pozicidch aminokyseliny a oznad¢i sa r (pocet substiti-
cii za rok). Priemerny pocet substiticii na jednu aminokyselinovi poziciu za t rokov je
potom rt. Pravdepodobnost vyskytu k& aminokyselinovych substitucii (k =0,1,2,3,...) na
kazdej pozicii je dana Poissonovym rozlozenim:

P(k;t) = e " (rt)* /k! (3.20)

Pravdepobnost toho, Ze na urcitej pozicii nedoslo k Ziadnej substittcii, je P(0;t) = e~ "

Pravdepodobnost, Ze v sekvencii dlhej n aminokyselin neddjde ani k jednej zmene, je teda
ne~"t. V praxi vSak neexistuje Ziadna informdcia o tom, ako vyzerala sekvencia predka,
z ktorej vychédza rovnica 3.20. Pocet substittcii sa teda odhaduje porovnanim sekvencii,
o ktorych sa predpokladd, Ze divergovali pred ¢ rokmi zo spolo¢ného predka. Ako uZ bolo
spomenuté, e~ "' je pravdepodobnost, Ze na pozicii v polypeptide nedojde k substiticii.
Pravdepodobnost ¢, ze k tomu neddjde ani v druhej sekvencii na rovnakej pozicii, je:

g= (e =, (3.21)

Hodnota ¢ sa vyjadri pomocou opac¢ného javu p ziskaného z porovnavanych sekvencii, teda
g = 1 — p. Stéle plati vztah pre pocet substitucii d = 2rt, po dosadeni do rovnice 3.21 a
logaritmovani vznika vztah pre vypocet PC (Poisson correction)-vzdialenosti:

d=—In(1—p) (3.22)

Tento model je aminokyselinovou variantou modelu Jukes a Cantor, vid 3.1.2.

Gamma rozloZenie substitoénych rychlosti

Doposial sa v praci predpokladalo, Ze na vSetkych pozicidch polypeptidov je substitucné
rychlost rovnaké. Skutoc¢nost je vSak taka, Zze menej dolezité oblasti podliehaji mutaciam
Castejsie ako funkéne délezitejsie ¢asti genému [16]. Vztah pre vypocet tzv. gamma vzdia-
lenosti znazornuje rovnica 3.23

dg = al(1—p)"V/*—1] (3.23)

Gamma parameter a je klGc¢ovy, ovplyviiuje pravdepodobnostné rozloZenie substitucne;
rychlosti, vid tabulka 3.1

Parameter a | Substituéna rychlost r

a = 00 rovnaka pre vSetky pozicie

a=1 exponencialne rozlozenie (velké zmeny r medzi jednotlivymi poziciami)
a<l rozlozenie je eSte ostrejsie ako exponencialne, vyskytuje sa vSak casto r &~ 0

Tabulka 3.1: Zévislost pravdepodobnostného rozloZzenia substituénej rychlosti na gama pa-
rametri a

Empirické modely

Empirické modely maji priamu naviznost na tedriu markovskych refazcov diskutovanych
v tvode tejto kapitoly. Mnozinu moznych stavov v tomto pripade tvori dvadsat aminoky-
selin, teda S = {A,R,C,D,C,E,Q,G,H,I,L,K,M,F,P,S,T,W,Y,V}.
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Sttdie dokazuju, Ze k substiticii dochddza ¢astej$ie medzi aminokyselinami s podobnymi
biochemickymi vlastnostami (vid obréazok 2.1). Z tohto faktu dalej vyplyva, Ze substitu¢né
rychlosti na jednotlivych poziciach polypeptidu sa vyrazne liSia v zavislosti od pritomnosti
tej ktorej aminokyseliny.

V ¢lanku Dayhoffovej [5] sa prvykrat spomina vytvorenie tzv. aminokyselinovej substi-
tuénej matice na zaklade empirickych dat pozostavajucich z proteinov rozmanitych typov
(hemoglobin, cytochrém c, fibrinopeptidy). Postupovalo sa tak, ze sa najprv vytvoril evo-
luény strom najpodobnejsich aminokyselinovych sekvencii a z neho sa odvodili relativne
frekvencie substittcii jednotlivych aminokyselin. Zo ziskanych tdajov sa potom vytvorila
empirickd aminokyselinova substituéna matica PAM (accepted point mutations) pre vSet-
kych dvadsat aminokyselin. Pocet substiticii v skimanych datach bol v priemere jedna na
sto aminokyselinovych pozicii, matica sa teda oznacuje aj 1 PAM. V tedrii markovskych
refazcov to znamend maticu prechodov P(0.01) (vid rovnica 3.3). Pomocou P(0.01) moze
byt dalej skonstruovand matica intenzit prechodov @ (podrobnejsie vid zdroj [39]).

Obrazok 3.2 ilustruje pravdepodobnosti zamen jednotlivych aminokyselin empirického
modelu, podla ktorého bola zostavend matica PAM.
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pravdepodobnost zadmeny, prebraté z [39]

3.1.4 Modely kodénovych substitucii

Vychadzajuc z tedrie markovskych refazcov je mnozina stavov v tomto pripade definované
ako S = {61 koddénov univerzalneho genetického kédu}. Stop koddény vnutri funkénych
proteinov nie st mozné a preto nie si brané do tvahy. Prvok matice intenzit prechodov g;;
zodpovedd intenzite prechodu z koddénu i do kodénu j. Prvky matice Q sa vytvaraju podla
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nasledovnych pravidiel:

0, ked sa ¢ a j odliSuju v dvoch, resp. troch kodénovych poziciach
T, ked sa ¢ a j odliSuju synonymnou transverziou
¢ij =< km;  ked saia jodliSuji synonymnou tranziciou (3.24)

wmj  ked sa i a j odliSuju nesynonymnou transverziou
wkm; ked sa i a j odliSuju nesynonymnou tranziciou

Vo vztahu 3.24 je xk pomer tranzicii a transverzii, w je pomer nesynonymnych a syno-
nymnych prechodov, 7; je staciondrna pravdepodobnost vyskytu kodénu j. Na vypocet
matice prechodovych pravdepodobnosti P(t) = p;;(t) sa pouzivaji numerické algoritmy
diskutované v literature [39].

Odhad pocétu synonymnych a nesynonymnych substitiicii Obvykle sa odhaduju
dve veli¢iny, a to dg ako pocet synonymnych substitiicii na synonymnu poziciu a dy ako
pocet nesynonymnych substitiicii na nesynonymnia poziciu. Budu predstavené heuristické
poditacie metédy, pri¢om popis mazimum likelihood metédy mozno najst v literattre [39].

Pocéitacie metédy - Neiova a Gojoboriho [39] Ako obvykle bude algoritmus apliko-
vany na dve homolégne sekvencie. Metdda pozostava z troch faz:

1. Zréatanie synonymnych a nesynonymnych pozicii: Kazdy kodén ma tri nukleotidové
pozicie, ktoré mozno rozdelit do kategorii synonymnych a nesynonymnych. Napriklad
pre kodén TTT (Phe) plati, ze ma devét bezprostrednych susedov (zamenou jediného
nukleotidu), a to TTC (Phe), TTA (Leu), TTG (Leu), TCT (Ser), TAT (Tyr), TGT
(Cys), CTT (Leu), ATT (Ile) a GTT (Val). Zo vSetkych kodénov kéduje rovnaka
aminokyselinu ako origindlny kodén (TTT) len jeden kodén, a to TTC. Pocet syno-
nymnych pozicii pre péovodny kodén je teda 3 x 1/9 = 1/3, pocet nesynonymnych
pozicii je 3 x 8/9 = 8/3. Tato procedtra sa vykona pre celt sekvenciu 1 a sekvenciu 2
a sCita sa celkovy pocet synonymnych a nesynonymnych miest. Nasledne sa vypocita
priemerny pocet synonymnych miest S a N, pricom S+ N = 3 x L., kde L. je pocet
kodénov sekvencie.

2. Zratanie synonymnych a nesynonymnych rozdielov sekvencii: Sekvenc¢ne sa porovna-
vaju jednotlivé koddény sekvencie 1 a sekvencie 2 a pocita sa pocet synonymnych a
nesynonymnych rozdielov. V pripade identickych kodénov je problém trivialny, pocet
synonymnych aj nesynonymnych substittcii je nulovy. Podobne, ked sa ligia kodény
v jednej pozicii, ide o jednu synonymnu alebo nesynonymnii substitiiciu. Ked sa vSak
koddny lisia v dvoch alebo dokonca vSetkych troch pozicidch, je nutné preskiimat
vsetky evolu¢né cesty. Napriklad pre prechod z kodénu CCT do CAG st mozné dve
rozne cesty, a to:

o cesta CCT(Pro)«— CAT(His) < CAG(GIn), ktora obsahuje dve nesynonymné

zmeny

e cesta CCT(Pro)«— CCG(Pro) «» CAG(GIn), ktora obsahuje po jednej synonym-
nej a nesynonymnej zmene

Naznacenym spdsobom sa porovnavaju sekvencie po celej dizke a vyhodnoti sa pocet
synonymnych zmien S; a pocet nesynonymnych zmien N.
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3. Vypocet podielu zmien a zardtanie viacnasobnych substiticii do vysledku: Podiel
synonymnych substiticii na synonymnu poziciu sa vypocéita ako ps = Sy/S, zatial ¢o
podiel nesynonymnych substittcii na nesynonymnu poziciu je py = Ng/N. Findlne
je nutné zohladnif viacnasobné mutécie a upravit vzorce pomocou modelu Jukesa a
Cantora (vid sekcia 3.1.2):

ps), (3.25)

PN). (3.26)

[SCRISNYJUR TN

3.1.5 Posudzovanie medzier viacnasobného zarovnania pri odhade sub-
stitu¢nej vzdialenosti

Ako bolo naznacené v sekcii 2.4, v matici viacnasobného zarovnania sa vyskytuju medzery
(gaps). Z hladiska vypocétu evolucnej vzdialenosti je jedno, ¢i na tej ktorej pozicii chy-
ba informacia o nukleotide alebo je v nej medzera. V zasade existuji dva pristupy, ako
postupovat v tejto situcii:

e Complete-deletion — v pripade, Zze obsahuje niektory stipec matice viacnasobného
zarovnania medzeru alebo v fiom chyba informécia v Tubovolnom riadku, vynech4 sa
cely takyto stlpec z analyzy.

e Puirwise-deletion — v tomto pripade sa nevyradi cely stipec, len pozicie v péaroch
sekvencii, ktorych sa nepritomnost informécie alebo medzera bezprostredne dotyka.

3.2 Fylogenetické stromy

Fylogenetické stromy patria v stcasnosti k standardnym metédam vizualizacie evoluénych
vztahov organizmov. Vyjadruju hierarchiu vyvoja uréitej skupiny na zaklade podobnosti
DNA, resp. aminokyselinovych sekvencii.

E
E E
D
D

C C
—A A A
B 0.1 LB 01 ¢ B

(a) Kladogram (b) Fylogram (¢) Nekoretiovy strom

Obrazok 3.3: Druhy fylogenetickych stromov

Matematicky je fylogeneticky strom graf definovany ako mnozina uzlov a mnozina hran,
ktoré ich spajaju. Strom je suvisly graf bez sluciek.
7 hladiska fylogenetiky maji uréité ¢asti stromu vyznamné vlastnosti:
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e Listové uzly— reprezentuju existujice organizmy

predka, o ktorom neexistuju Ziadne genetické informacie

e Koren— pokial je pritomny, ide o koreniovy strom (obrazok 3.3a,b), v opa¢nom pri-
pade je to nekoretiovy strom (obrazok 3.3c); koren reprezentuje evolu¢ne najstarsieho
predka, casto tzv. outgroup

e Dlzky hran- vyjadruja evoluént vzdialenost medzi organizmami, pripadne ¢as, za
ktory sa organizmus divergoval od svojho predka

Strom, ktorého topoldgia ignoruje evoluéné dizky jednotlivych vetvi, sa nazyva kladogram
(vid obrazok 3.3a). Strom, ktorého vetvy proporciondlne zodpovedaju evoluénym vzdiale-
nostiam, sa nazyva fylogram (vid obrazok 3.3a).

3.3 Algoritmy na generovanie fylogenetickych stromov

V snahe vytvorit ¢o najrelevantnejsi fylogeneticky strom sa pontikaju v zdsade dve moznosti
— vytvorif strom postupne na zdklade nejakého vypoctového algoritmu, alebo vygenerovat
celi mnozinu stromov a o jeho relevantnosti rozhodovat na zaklade uréitych vopred stano-
venych kritérii optimality.

Do prvej kategérie patria tzv. vzdialenostné metody. Ich vstupom je spravidla matica
vzdialenosti, ktora vyjadruje parové vzdialenosti vSetkych analyzovanych sekvencii. Prvky
matica vzdialenosti st vysledkom aplikacie substitu¢nych modelov popisovanych v sekcii
3.1. Nespornou vyhodou skupiny tychto algoritmov je ich rychlost. Vystup poskytuje jeden
konkrétny strom, topoldgia tohto stromu sa vSak méze obcas lisit v zavislosti na poradi,
v akom jednotlivé taxonomické jednotky vstupovali do analyzy. Konkrétnym algoritmom
budi venované nasledujuce podsekcie.

Druhé kategoria zahffia metédu maximélnej parsiménie, metédu maximéalnej vieryhod-
nosti a metédu minimalnej evolicie, ktoré diskutuje dalej literatura [39].

3.3.1 Metoda Neighbor-joining

Algoritmus bol navrhnuty Saitouom a Neiom [28] v roku 1987. Cielom metddy je néjst
uzly a a b, ktoré si najblizsie k sebe a zaroven najvzdialenejSie k ostatnym. Vzdialenost
uzlov od seba D(a,b) sa ziska z matice vzdialenosti, ktorej prvky st vypoc¢itané pomocou
zvoleného substituéného modelu. Vzdialenost uzlu a od ostatnych je dana vztahom:

wa)=—— 3 Dlai) (3.27)

ieMnozinaUzlov

Metéda hladé taka dvojicu, pre ktord plati vztah:
min[D(a,b) — u(a) — u(b)] (3.28)
Beh algoritmu je dany nasledovne:

1. Vypoéitaj maticu vzdialenosti D(7,j) a vytvor nekoreniovy strom so spoloénym stre-
dom a uzlami zodpovedajicimi vstupnym sekvenciam.
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2. Najdi také dva uzly A a B pre ktoré plati vztah 3.28 a spoj ich do spolo¢ného uzlu U

3. Novovzniknutym hrandm prirad dizky podla vztahu:

D(a,b) +u(a) — u(b)

L(a,u) = 5 (3.29)
L(bu) = D(a,b) + g(b) — u(a) (3.30)

4. Vypocitaj vzdialenost uzlu U od ostatnych uzlov podla vztahu:
D(u, i) = D(a,i) 4+ D(b,i) — D(a,b) (3.31)

2

5. Vréat sa k bodu 2, az kym zostane len jediny uzol [21].

3.3.2 Metéda UPGMA

Algoritmus UPGMA' je jednoduchy aglomerativny hierarchicky algoritmus na rekonstruk-
ciu fylogenetického stromu. Podéita s rovnakymi rychlostami evoltcie vo vSetkych vetvach
vzniknutého stromu (konstantné molekuldrne hodiny). Jeho priebeh sa da zhrnat v nasle-
dovnych bodoch: Na vstupe sa predpoklada matica vzdialenosti D.

1. Vyber z matice D sekvencie s4 a sp s najnizSou vzdialenostou.

2. Dvojicu spoj do jednej sekvencie s4p a prepoditaj vzdialenostni maticu podla vztahu
Dap,c = (Dac + Dp,c)/2.

3. Spojené uzly zakresli do stromu.
4. Vraf sa ku kroku 1 az kym nie st spojené vSetky dvojice.

Hlavnou nevyhodou algoritmu UPGMA je fakt, Ze generuje ultrametrické stromy (vzdia-
lenosti synovskych uzlov od rodic¢ovského uzlu st vzdy po dvojiciach rovnaké). Berie totiz
do tvahy konstantné molekuldrne hodiny? pre vietky vetvy stromu. Tato hypotéza bola
v8ak v minulosti vyvratena [20].

3.4 Statisticka relevantnost ziskanjch rieSeni

Samotné vytvorenie fylogenetického stromu neposkytuje Ziadny tdaj o tom, do akej miery
rieSenie splia kritéria na presnost a relevantnost topoldgie. Z toho dévodu sa pouzivaji
na analyzu dat, z ktorych bol strom vygenerovany, tzv. resamplingové metddy. Medzi
najpouzivanejsie metddy patri dozaista boostraping, ktory bude predstaveny. Predchadza
mu vysvetlenie tvorby konsensualneho stromu v nasledujticej podsekcii. Sekcia Cerpa zo
znalosti ziskanych z [39] a [3].

'z anglického Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
2tato hypotéza predpokladd, ze miera mutacii v DNA alebo proteine je za uréity ¢as priblizne konstantna
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3.4.1 Konsensualny strom

Konsensualny strom je strom vytvoreny z mnoziny viacerych stromov. Sumarizuje spolo¢né
znaky (spoloéni topoldgiu) tejto mnoziny. Rozlisuju sa dva pristupy:

e striktne konsensualny strom (strict consensus tree) - tento strom zobrazuje vetvy
a uzly, ktoré sa nachadzaja u kazdého vstupného stromu, vo forme tzv. polytémii
zobrazuje tie uzly, ktoré nie st pritomné u vsetkych stromov. Pre stromy z obrazka
3.4(a) je zobrazeny ich strict consensus tree zobrazeny na obrazku 3.4(b). Vetva (A,B)
sa nachadza v prvom a trefom strome, ale nenachidza sa v druhom strome, avsSak
vetva (A,B,C) je vo vSetkych troch stromoch. Z toho vyplyva, Ze strict consensus
tree spracuje vetvu (A, B, C) ako trichotémiu, podobne ako aj vetvu (F, G, H). Ide
o pomerne konzervativnu sumarizaciu a v praxi sa tento typ konsensualneho stromu
prili§ nepouziva, nakolko ¢asto vedie k hviezdicovej topoldgii (ako priamy dosledok
polytémie) [39].
uzly a vetvy, ktoré maji podporu aspoii v polovici mnoziny vstupnych stromov. Casto

sa v tomto pripade pise ku kazdému uzlu vysledného stromu jeho vyskyt v percentach
(obrazok 3.4), ¢o sa ¢asto vyuziva pri metéde bootstrapping (vid dalej).

O PN W AR W A
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(a) Tri stromy pre osem druhov A-H

B D ) B D F
} < 100 100
A H
A 67/ 100 67 H
C E G C E G e
(b) striktny konsensus (c) pravidlo vacsiny

Obréazok 3.4: Tri rozne stromy pre osem druhov (a) a z nich vychadzajice konsenzudlne
stromy - strict consensus (b) a majority-rule (c)

3.4.2 Bootstrapping

Tato metéda pozostava z nasledujicich krokov. Predpoklada sa, ze uz bol vytvoreny origi-
nalny fylogeneticky strom z pévodnej vzorky dat.

1. Vytvorenie pseudovzoriek — zo zarovnanych vstupnych sekvencii sa ndhodne vybe-
rie stanoveny podet stipcov (spravidla rovny dlzke vstupnjch sekvencii). Vysledkom
je datovy subor, ktory mé rovnakiu velkost ako povodny, no niektoré pozicie sa do
neho nadhodne nedostali a naopak niektoré pozicie sii zastiipené viackrat. Takychto

.....

2. Vygenerovanie mnoziny stromov — z kazdej pseudovzorky sa vytvori strom rov-
nakou metddou, akou bol vytvoreny originalny strom
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3. Ohodnotenie uzlov hodnotami bootstrapovej podpory — v tejto fize sa berta
uzly povodného stromu jeden po druhom a zistuje sa, v kolkych percentéch stromov
ziskanych z pseudovzoriek sa tento uzol vyskytuje. Pod pojmom rovnaky uzol sa
rozumie taky uzol, z ktorého vychadza vetva obsahujica identickti mnozinu druhov.
Poradie vetvenia v ramci danej vetvy ani umiestnenie vetvy v ramci stromu nema
ziadny vyznam. Ku kaZzdému uzlu pévodného stromu sa potom uvedie prislusné per-
cento vyskytu, tzv. bootstrappingova hodnota alebo podpora. Ked je hodnota pre
nejaky uzol blizka 100, mé existencia tohto uzlu vysokt podporu vo vychodzich da-
tach, naopak ked je nizka, hovorime o nizkej podpore tohto uzlu.

Alternativne mozno krok 3. nahradit inym postupom, ktory bude aplikovany v prakticke;
implementacii:

e 7 vygenerovanej mnoziny stromov vytvorit konsensualny strom pomocou majority-
rule

e sckvencne porovnavat topoldgiu origindlneho stromu a konsensualneho stromu uzol po
uzle, pokial dojde k situécii, Ze sa nejaky uzol origindlneho stromu v konsensuélnom
strome vObec nevyskytuje, ohodnotit tento uzol nulou, inak mu priradif hodnotu
podpory uzlu konsensualneho stromu
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Kapitola 4

Pocitacové programy venujuce sa
problematike

Na fylogeneticki analyzu existuje niekolko velmi komplexnych programovych rieseni. Pred-
nostne budu popisované tie, ktoré implementuju distancéné algoritmy. Pri kazdom bude
uvedeny kratky popis a analyza z hladiska dostupnosti, funkcionality (implementované al-
goritmy a substitué¢né modely), komplexnosti, rozsiritelnosti, dostupnosti a platformy, na
ktorych pracuju.

4.1 Program MEGA

Program MEGA [32] patri k jednym z najkomplexnejsich volne dostupnych rieseni. Samotné
aplikacia sa d4 rozdelit na tri Casti, a to:

o Sequence Explorer — sluzi ako editor a prehliada¢ vstupnych sekvencii. Podporu-
je farebné oznacenie niektorych vyznacénych pozicii, ako napriklad konzervovanych
usekov. Nutné podotknut, ze sekvencie treba pred samotnym prehliadanim prekon-
vertovat z konvenéného FASTA! formatu do formatu MEGA (zabezpecuje vstavany
konvertor)

e Alignment Explorer — umoziiuje zarovnanie sekvencii pomocou vstavanej implemen-
tacie programu CLUSTALW, vid obrazok 4.1

o Tree Explorer — zobrazuje vysledok fylogenetickej analyzy.

7 distanénych algoritmov je k dispozicii metéda Neighbor-Joining alebo UPGMA, zo
znakovych metdd je to Maximum Parsimony, metédy maximélnej pravdepodobnosti zastu-
puje algoritmus Minimum evolution. V programe st okrem injch implementované vsetky
modely nukleotidovych, aminokyselinovych a koddnovych substiticii, ktoré st popisované
v tejto praci a s ktorymi sa bude dalej pracovat. Funkénost dopliia mnozstvo Statistickych
vypoctov nad sekvenciami a stromami vratane bootstrappingu.

Funkénou $pecialitou programu MEGA je vkladanie sekvencii do disjunktnych skupin,
postup znazortiuje obrazok 4.2. Vygenerovany fylogeneticky strom je ukazany na obrazku
4.2. Program MEGA sa teda v konecnej faze riadi vyluéne evoluénymi vzdialenostami a
akékolvek pociatoéné rozdelenie do zhlukov ignoruje, resp. ho naznacuje len popiskami.

Lpopis vid http://www.ncbi.nlm.nih. gov/BLAST/fasta.shtml
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Obréazok 4.1: Prehliada¢ zarovnani programu MEGA

Pozn.: Této "nedokonalost”je jednym z hlavnych podnetov na vytvorenie vlastnej mo-
difikovanej verzie algoritmu Neighbor-joining, ktorej sa venuje nasledujica kapitola.

Program je primarne urceny pre platformu Windows, existuji vSak verzie pre platformy
Mac a Linux. K dispozicii je popri starsej verzii 4.0 aj novsia verzia 5.0.

4.2 Phylip

Phylip[7]? je pravdepodobne najznamejsou kniznicou na fylogenetickt analyzu. Ide o bali-
¢ek multiplatformnych konzolovych aplikacii napisanych v jazyku C. Pre kazdy krok fyloge-
netickej analyzy je k dispozicii niekolko metéd. Phylip neobsahuje program na zarovnanie,
implicitne pocita s uz zarovnanymi sekvenciami, resp. prijima na vstupe vystupny stbor
programu Clustal vo formate PHYLIP?. Phylip okrem zarovnania implementuje podobne
ako MEGA vsetky metédy spominané v tejto praci. Naviac sa tu nachadza mnozZstvo zna-
kovych algoritmov, algoritmov na vypocet konsensudlneho stromu a dalSich Statistickych
ukazatelov.

Programy z balicka sa ovladaji prostrednictvom jednoduchého menu v textovom rezime,
ktoré umoznuje nastavenie parametrov konkrétneho algoritmu a samotné spustenie vypoctu.
Vstupné data sa nacitaju spravidla z obyc¢ajného textového suboru (”flat ASCII” alebo
”Text Only” format). Prehlad programov z bali¢ka, ktoré suvisia s fylogenetickou analjzou
na distanc¢nej baze:

e dnadist - program na vypocet vzdialenosti sekvencii DNA pomocou substituénych
modelov, vystupom je diStan¢néd matica

2the PHYLogeny Inference Package
33pecifikicia dostupna na http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/doc/sequence.html
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Obréazok 4.2: Princip vkladania sekvencii do skupin

e protdist - obdoba pre proteinové sekvencie, vyuziva na odhad vzdialenosti metédu
maximalnej vierohodnosti (mazimum likelihood) zaloZenej na roznych substituénych
maticiach (okrem inych aj Dayhoffovej PAM matici, vid 3.1.3), program je schopny
korigovat vzdialenosti pre gamma rozlozenie substituénych rychlosti 3.1.3.

e segboot - program na bootstrapping, nacita vstupni mnozinu sekvencii a prevedie
resampling, pocet replikicii sa definuje na vstupe

e neighbor - implementéacia algoritmov Neighbor-Joining (vid 3.3.1) a UPGMA (vid
3.3.2)

e drawgram - program vizualizuje korenové stromy - fylogramy, kladogramy aj feno-
gramy

e drawtree - podobne ako predchadzajici program, ale vizualizuje nekorenové fyloge-
netické stromy

e consense - vypocita konsensudlny strom potrebny pri bootstrappingu (vid sekcia 3.4)

4.3 Mobyle@Pasteur

Portal Mobyle@Pasteur® bioinformaticky webovy framework vyvinuty $pecidlne pre tce-
ly bioinformatickej analyzy vyvinuty na Pasteurovom institate v Parizi. Portal integruje

4dostupny na http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py
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Obrazok 4.3: Fylogeneticky strom s definovanymi skupinami, vygenerovany pomocou me-
tédy Neighbor-Joining, matica vzdialenosti vytvorena pomocou modelu Jukes-Cantor

mnozstvo fylogenetickych nastrojov, pricom vypoctové jadro tvori prave v predchadzajicej
sekcii spominany bali¢ek Phylip. Jeho silnou strankou je moznost kombinécie vstupov a vy-
stupov jednotlivych analjz a tym padom moznost vytvorenia workflow® bioinformatickych
nastrojov. Nakolko sa v praci na tento portél este naviaze, bude mu venovana samostatna
kapitola. Ukazka uzivatelského rohrania je na obrazku:

4.4 TreeView

TreeView® je jednoduchy, ale velmi uzitoény program na vizualiziciu fylogenetickych stro-
mov. Existuje pre platformy Windows, Linux/Unix a Mac OS. Je schopny nacitat stromy
vo formate NEWICK, NEXUS,PHYLIP, CLUSTALW a inych. So stromom je mozné vyko-
navat viacero uzito¢nych operacii - zakorenenie (definovanie outgroup), usporiadanie uzlov,
zmena na kladogram, zobrazenie radidlneho stromu atd. Obrazok 4.5 zobrazuje prostredie
programu.

Spostupnost krokov, ktoré na seba nadvizuji, vediica k uréitému cielu
Sprogram dostupny na http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
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Obrazok 4.5: Ukazka programu TreeView
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Kapitola 5

Specifikacia poziadaviek

5.1 Neformalna Specifikacia

Na zaklade poziadaviek Mgr. Zedka je potrebné vytvorit nové algoritmy a aplikdciu na ge-
nerovanie fylogenetickych stromov pre potreby Ustavu botaniky na Prirodovedeckej fakulte
Masarykovej univerzity. Pozadovana je nasledovna funkcionalita:

1. nacitanie sekvencii nukleotidov, resp. aminokyselin vo formate FASTA
2. preklad nukleotidov do sekvencie aminokyselin a vice versa

3. implementacia substitu¢nych modelov nukleotidov Jukesa a Cantora, Kimurovej 2-
parametrovej metédy a Tamurovej 3-parametrovej metody

4. implementéacia substituénych modelov aminokyselin, a to PC-vzdialenosti

5. implementécia algoritmu vnatroskupinovej analyzy v kombinacii s metédou Neighbor-
joining pre ucely tvorby genetického stromu na baze expertnych znalosti

6. implementacia bootstrappingu

S vynimkou predposledného bodu bol ku vSetkym ostatnym podany teoreticky zaklad.
Névrh nového algoritmu k bodu 5 popisuje nasledujiica sekcia. Diagram pripadov uzitia na
obrazku 5.1 sumarizuje zakladna funkcionalitu.

5.2 Zhlukovanie na baze expertnych znalosti

Lubovolné distanéni metdda na tvorbu fylogenetickych stromov vychadza z predpokladu,
ze do analyzy vstupuju sekvencie ako samostatné jednotky. Pozadované je rozsirenie tejto
funkcionality. Do analyzy budi vstupovat expertom preddefinované zhluky. Ide teda o ne-
povinné apriori vlozenie sekvencii do disjunktnych skupin, pricom dalej bude tato skupina
vo fylogenetickom strome reprezentovana ako jednoduchy uzol.

Tento postup naznacuje uz program MEGA spominany v sekcii 4.1. Ten v8ak pri
vystupe nezobrazuje preddefinované skupiny ako samostatné zhluky, ale len znazornuje vo
vyslednom strome, ktoré sekvencie boli zadelené do ktorej skupiny, vid obrézok 4.3. Tento
pristup sa javi pre praktické acely Mgr. Zedka ako nedostatocny.

Na obrazku 5.3 st pre ilustraciu zobrazené sekvencie druhov z rodu Eleocharis a ich
zadelenie do skupin na zéklade znalosti experta.

7 praktického hladiska mé zhlukovanie na baze expertnych znalosti nasledovny vyznam:
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rozde lenie do
skupin

Biolog

Wytvor distanén Zrekonétruuj strom

Obrazok 5.1: Diagram pripadov uzitia

Eleocharis palustris
>copEpal5
ACGGCTTTTTTT—
>copEpal16
ACGGCTTTTTTT-—
>copEpal17
ACTGCTTTTTTT---

Obréazok 5.2: Definicia hlavného problému - vhodna datova struktira pre reprezentaciu a
relevantné urcenie vzdialenosti preddefinovanych zhlukov

e Pokial je priemernd vzdialenost medzi ¢lenmi preddefinovaného zhluku (priemerna
vnutroskupinova vzdialenost) mald v porovnani so vzdialenostou od sekvencii mimo
tejto skupiny (priemerna mimoskupinova vzdialenost), je v ramci zjednodusenia vhod-
né reprezentovat tto skupinu vo vyslednom strome ako jeden uzol (so zachovanim
informécie o vnatroskupinovej variabilite). Zjednodusi sa tak pohlad na fylogenetické
vztahy medzi rodmi organizmov.

e Pokial prvky skiimanej preddefinovanej skupiny (rodu) prirodzene netvoria jeden pod-
strom, zaujima nés, v snahe dozvediet sa o rode nové evoluéné poznatky, pozicia
takéhoto jeho uzlu vo vyslednom strome

e Pokial je z fylogenetického stromu zrejmé, Ze prvky z dvoch réznych rodov maja
k sebe blizko, t.j., ze sa Casto vyskytuju spolu v jednej vetve ale na réznych miestach
v ramci stromu, je znova mozné tento vztah zjednodusit (situaciu ilustruje obrazok
5.3).
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copEaus13
copEcar30
copEaus15
copEaus13
copEcar23
copEaus11 J— : copEaus
copEaus26 copEcar
copEaus32
copEaus30
copEcar25
copEcar27

Obrazok 5.3: Ukéazka ocakavaného zjednoduSenia pomocou pozadovaného algoritmu, viavo
podstrom fylogenetického stromu druhov z rodu Eleocharis, vpravo agregovany strom
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Kapitola 6

Analyza poziadaviek a navrh
algoritmov

Jadrom problému, ktory je potrebné vyriesit, je sposob, akym sa vysporiadat s pritomnostou
viacerych sekvencii pre jeden uzol fylogenetického stromu. Mozné st nasledovné alternativy:

1. Nahodne vybrat jednu reprezentativnu sekvenciu z kazdej skupiny.

2. Vytvorit konsensudlnu sekvenciu a tou potom reprezentovat skupinu.

3. Vytvorit metédu odhadu vzdialenosti, pri ktorej by sa zohladnila variabilita sekvencii
v rémci skupiny.

Pri variantoch 1 a 2 dochadza k strate informécie. Pri variante 1 sa vobec nezohladiiuje
variabilita v rdmci skupiny. Pri variante 2 sa sice ¢iastocne variabilita zohladiiuje, ku

.....

aminokyselin na jednotlivych pozicidch. Priklady z praxe st uvedené v kapitole 8.

6.1 Datova reprezentacia preddefinovaného zhluku

Pre tcely analyzy je nevyhnutné vhodne zvolit, ako reprezentovat preddefinovany zhluk na
pocitaci. Bolo navrhnuté vytvorenie reprezentativnej sekvencie metédou tzv. priemerovania
sekvencii (frekvenénej analyzy). Predpokladd sa zhluk o troch kratkych tsekoch DNA,
ako zobrazuje obrazok 6.1 vlavo. Na zdklade analyzy jednotlivych znakov sa vypocita
pravdepodobnost vyskytu znaku na danej pozicii a tieto hodnoty sa vlozia do tabulky.
Tabulka potom reprezentuje dany zhluk a pri odhade pomocou substitu¢nych modelov sa
zohladnuju relativne vyskyty znakov na tej ktorej pozicii.

6.2 Zakladny algoritmus

Vychadza sa z nasledovnej vSeobecnej schémy distanéného algoritmu:
Vstup: retazce DNA, resp. aminokyselin
Vystup: fylogeneticky strom

1. Zarovnaj sekvencie pomocou algoritmu MUSCLE
2. Na zéklade vybraného substitu¢ného modelu odhadni vzéjomnu vzdialenost a vytvor

maticu vzdialenosti
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3. Pomocou algoritmu NJ s maticou vzdialenosti na vstupe vytvor fylogeneticky strom.
4. Vypocitaj podpory jednotlivych uzlov pomocou metédy bootstrapping.

Upravuje sa vstup a 2. bod vSeobecnej schémy nasledovne:
Vstup: ako vo vSeobecnom algoritme + tudaje o prislusnosti sekvencii k jednotlivym zhlu-
kom

1. Aplikuj priemerovanie/Vytvor sekvenény profil preddefinovaného zhluku a vytvor ta-
bulku reprezentujicu zhluk.

2. Vytvor maticu podobnosti pre vSetky zhluky a pokracuj bodom 3 vSeobecnej schémy
distan¢ného algoritmu.

NP[1]2 |3 4] 5 6 |7 8 g
ACTGTGTAT A |10 0 olo 0 0,67 | 0,67 |0
ATCGTGATT |;ntra_groupana|ys|-s ~> [1_[oJo33]033[0]067]0 0,33 | 0,331
ACCGCCAAT C |0]|067]|067|0]|033]033]|0 0 0
G |00 0 1] 0 0,67 | 0 0 0

Obréazok 6.1: Vnutroskupinova analyza preddefinovaného zhluku

6.3 Stavovy diagram

Obrézok 6.2 znazorfiuje mozné stavy dat v aplikicii. Ako vidiet, po nacitani sekvencii st
k dispozicii dva mozné prechody do dalsieho stavu v zavislosti od toho, ¢i sa pracuje so
zarovnanymi sekvenciami alebo nie.

6.4 Vlastné rozsirenie substitué¢nych modelov

Je nutné navrhnif vhodni metriku, ako definovat podobnost medzi dvoma zhlukmi, pri-
padne medzi zhlukom a samostatnou sekvenciou (¢o je de facto tiez zhluk obsahujici len
jeden prvok). Navizujic na predchadzajucu sekciu bola vytvorena origindlna metodika
urcovania vzdialenosti preddefinovanych zhlukov.Opiera sa o teoreticky vyklad z kapitoly
3.

6.4.1 Rozsirenie modelu Jukes-Cantor

Predpokladajme dva preddefinované zhluky, oznac¢me ich A a B. Poznadme ich pozi¢ne
Specifické vektory na pozicii i (rovnica 6.1)

pg p%

oalil= | P4 |,osli)= | 78 (6.1)
pé p]g
Pa P

Pravdepodobnost substittcie nukleotidu 7" na 7' (¢o znamena, Ze obidva preddefinované
zhluky maja na tejto pozicii rovnaky nukleotid a teda k substitticii vskutku nedochadza)
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Visual Paradigm for UML Standard Edition(Brno University of Technology)

[Sequences_loaded J
align

) Sequences_aligned
count distances

/count distances

[Dista nce_matrix_created]
generate tree

[ Tree_created ]
Tree_evaluated

bootstrap tree

Obrazok 6.2: Stavovy diagram v jazyku UML

dostaneme vynésobenim pz; a p% , rovnako pre tri zostavajice nukleotidy. Aby sme dostali
pravdepodobnost N, Ze na pozicii 7 medzi dvoma zhlukmi nedochadza k substittcii, apli-
kujeme na vektory pg a pITB; skalarny suc¢in. Pravdepodobnost substiticie P, na tejto pozici
je teda Py =1 — N. Stcet tychto hodnot na kazdej pozicii ndm déva p vzdialenost (p)(vid
3.1.2) dvoch zhlukov. Dosadenim tohto odvodenia do vzorca 3.1.2 dostdvame odhad poétu
substiticii medzi dvoma preddefinovanymi zhlukmi pomocou modifikovaného
modelu Jukes-Cantor:

R Y (6.2

6.4.2 Rosirenie Kimurovho dvojparametrového modelu

V pripade Kimurovho modelu je nutné rozlisit pri pocitani substiticii tranzicie a transverzie
medzi dvoma preddefinovanymi zhlukmi. Predpokladame pozi¢ne Specifické vektory ako
v rovnici 6.1. Potom:

e pre pravdepodobnost tranzicii na pozicii ¢ plati:
P(i) = pi.p§ + pf Pt + Ph-p§ + PSP (6.3)

e pre pravdepodobnost non-substittcii plati N (i) = vy - vp
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e sucet pravdepodobnosti vSetkych moznych prechodov nukleotidu z vektoru vy [i] na
niektory nukleotid z vektoru vp[i]| musi byt rovny 1. Plati teda, Ze stcet transverzii,
transzicii a non-substiticii musi byt 1. Z toho vyplyva odvodenie pre pravdepodob-
nost transverzii

Q=1-P-N (6.4)

Dosadenim vzfahu 6.4 do rovnice 3.15 a postupnou upravou dostaneme vztah uvedeny
v rovnici 6.5.

In(N — P) In(2P+2N —1)

d = 5 ; (6.5)
N = Z?:l UA};] " UB [Z]) (66)
p _ i palilpEli + pE [i]-pﬁg] +ppli]-pg 1] + pE [i]-pE ] (6.7)

6.4.3 Rozsirenie Tamurovho trojparametrového modelu

Tamurov trojparametrovy model je rozsirenim Kimurovho modelu s predpokladom nerov-
nakého podielu jednotlivych nukleotidov v sekvencii (vid podsekcia 3.1.2). Upravuje sa
vypocet hodnét premennych 01,62 zo vzorca 3.19 v silade s predchadzajicimi definiciami
nasledovne:

01 = pg + p (6.8)
02 = p§ +p§ (6.9)

Modifikovany vzorec pre vypocet Tamurovej vzdialenosti je potom:

~ —

d = —hln(N—P)~—

(
po— i 2Rl PRI+ pE 1)+ [ — 2500w + P S PR + 5]

@
—_
o
~—

In(2P + 2N — 1)

P

11)

6.4.4 Rozsirenie PC-vzdialenosti

Ako uz bolo uvedené, PC vzdialenost je aminokyselinovou variantou modelu Jukes Cantor.
Analogicky sa teda odvodi aj modifikovand metrika na urcovanie vzdialenosti preddefino-
vanych zhlukov aminokyselinovych sekvencii. Podobne ako v pripade modelu Jukes Cantor
spociva modifikacia v rozsireni p vzdialenosti na preddefinované zhluky. Vysledny vztah
udava rovnica

CZ _ —ln(l . Z?:l(l — UA[i] ) UB[Z])) (612)

6.5 Divizivne algoritmy
Divizivne algoritmy sa vo vSeobecnosti vo fylogenetickej analyze nepouzivaju prilis Cas-

to. Nakolko je vSak vytvaranie stromov preddefinovanych zhlukov pomerne $pecificky (a
novatorsky) pripad fylogenetickej analyzy, mozu tieto algoritmy poskytniutf vyhody ¢o do

37



vykonnosti aj presnosti. V stvislosti s touto tematikou bolo nastudovanych niekolko ¢lan-
kov. Clanok popisujici metédu PTDC (Phylogeny by Top Down Clustering) [2] poslzil

PTDC je rekurzivny algoritmus vyuzivajuci pristup zhora nadol. Metéda v kazdom
kroku rozdeli vstupnii mnozinu sekvencii na také dva zhluky, ktoré st od seba najvzdiale-
nejsie. Vzdialenostna funkcia bola prebratd z metédy UPGMA 3.3.2 a popisuje ju rovnica
6.13.

1
dij=——n dyq, (6.13)
" \ClHCEpeClZ;EcQ e

kde |C1| a |Cy| st pocty sekvencii v zhlukoch C; a Cy v tomto poradi a dp, znaci
vzdialenost medzi sekvenciami p a ¢q. Algoritmus pracuje zhora nadol tak, ze hlada vzdy
dva najvzdialenejsie zhluky v ramci celej mnoziny zhlukov. Potom rekurzivne vola seba
samého na obsahy prave rozdelenych zhlukov. Pokial zhluk obsahuje len jednu sekvenciu,
vytvori sa len jeden uzol, pokial obsahuje prave dve sekvencie, vytvoria sa dva synovské
uzly, inak sa rekurzivne pokracuje dalej. Autori tohto algoritmu pouzili heuristiku, aby sa
pri rozhodovani o optimalnom rozdeleni zhluku nemusela prehliadat celd& mnozina moznych
rozdeleni. Spociva v tom, Ze sa vyberaju také rozdelenia na C a Co, kde vSetky sekvencie
v (7 obsahuji nejaky retazec s v uréitom regiéne a préve vsetky sekvencie v Cy retazec s
v tom istom regione neobsahuju.

6.5.1 Algoritmus TDCG

TDCG (Top Down Clustering of Groups) je origindlny zhlukovaci algoritmus pracujtci na
principe zhora nadol. Bol ¢iasto¢ne inSpirovany algoritmom PTDC, ktorého princip je
popisany v tvode tejto sekcie. Je zamyslany na pracu s preddefinovanymi zhlukmi, ale
teoreticky moze byt pouzity aj na jednoduché sekvencie.

Jadro algoritmu tvori rekurzivne volanie procedury Split (vid pseudokdd nizsie). Cielom
je to, aby v kazdom kroku bola minimalizovana intra-group vzdialenost medzi skupinami,
ktoré boli zaradené do rovnakého zhluku a zadroven maximalizovat inter-group vzdialenost
medzi skupinami z dvoch réznych zhlukov.

V uvedenom pseudokdde figuruji dve pomocné funkcie:

e Funkcia CountGroupDistances() spocita vzdialenosti medzi jednotlivymi preddefino-
vanymi skupinami pomocou niektorej z modifikovanych metrik uvedenych v kapitole
6.4 a vytvori trojuholnikovii distanént maticu.

e Funkcia FindGreatestDistance() potom prechédza vytvorent vzdialenostni maticu
a hlad4 dva maximalne vzdialené preddefinované zhluky. Tie buda nasledne centré
novych zhlukov.

6.6 Algoritmus na porovnanie konsensualneho stromu s ori-

ginalnym stromom

6.6.1 Reprezentacia fylogenetického stromu pomocou dvojrozmerného
pola

Postup pri uloZeni evoluéného stromu do pola je nasledovny:
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Procedure 1 Split(M,tree)
Input: matica viacnédsobného zarovnania M o rozmeroch k X n a ich rozdelenie do jednot-
livych skupin (aj jedna sekvencia tvori elementarnu skupinu)
Output: fylogeneticky strom skupin definovanych na vstupe
if M obsahuje len jednu skupinu s nadzvom name then
vytvor koren r,0zna¢ ho name
return
end if
if M obsahuje dve skupiny then
vytvor strom s dvoma synmi a spoj ho s nadradenym uzlom (aktudlny koren genero-
vaného podstromu)
return
end if
distances = CountGroupDistances(M)
(centerl,center2) = FindGreatestDistance(distances)
clusterl.add(centerl),cluster2.add(center2)
for all group in M do
if distance[group,centerl] < distance[group,center2] then
clusterl.add(group)
else
cluster2.add(group)
end if
end for
tree.addNode(node_for_clusterl)
tree.addNode(node_for_cluster2)
Split(clusterl, node_for_clusterl)
Split(cluster2, node_for_cluster2)
return
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1. Zoradif lexikograficky jednotlivé ndzvy terminédlnych uzlov stromu, teda ndzvy taxo-
nomickych jednotiek, stipce vytvorenej matice budi potom oznacené takto zoradeny-
mi nazvami.

2. Prechadzat jednotlivé uzly podla poradia, v akom boli zaradené do zhluku (pri ) a
oznacit v riadku:

e v pripade dvoch terminélnych uzlov ozna¢it obidva stipce prislichajice tymto
terminalnym uzlom hodnotou 1

e v pripade, Ze sa termindlny uzol pripaja k viésiemu zhluku, oznacit v matici len
tento uzol hodnotou 1

Hodnoty uzlov sa deleguju zhora nadol, v poslednom riadku by sa teda podla spréavnosti
mali vyskytovaf len jednotky. Podla matice sa d4 nasledne spiitne zrekonstruovat topolégia
fylogenetického stromu, predpokladé sa, ze dlzky vetvi a pripadné bootstrapové hodnoty
sa ulozia v asociativnom poli. Obrazok 6.3 zobrazuje fylogeneticky strom z obrazka 3.3b
v podobe dvojdimenzionélneho pola.

Internal_nodel
Internal_node2
Internal_node3
Internal_node4

R|R(FR[(FR D>
R|R|R [~
RIRRIOI0O
Rk |lololo
OO0 |m

Obrazok 6.3: Fylogeneticky strom z obrazka 3.3b v podobe matice

6.6.2 Porovnanie topologii

Predpoklada sa, ze na vstupe je origindlny a konsensudlny strom s bootstrapovymi hod-
notami (ulozenymi napriklad v asociativnom poli), obidva vo forme dvojdimenzionélneho
pola. Cielom je porovnaf tieto dve topolégie a priradit hodnoty podpory netermindlnym
uzlom originalneho stromu. Postup je priamodiary:

1. Nacita] riadok matice origindlneho stromu. Hladaj tento riadok v matici konsensuél-
neho stromu. Mozu nastat tieto pripady:

e Riadok sa v konsensualnom strome nenachadza = oznac¢ tento riadok hodnotou
0

e Riadok sa v konsensudlnom strome nachadza a prislicha mu uréitd hodnota
podpory = skopirovat tito hodnotu k origindlnemu stromu

Na vystupe je origindlny strom s prislusnymi hodnotami podpory pre neterminalne uzly.
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Kapitola 7

Navrh a implementacia

7.1 Analyza vstupnych dat

7.1.1 Vstupné data

Vstupny datovy stibor je textovy sitbor obsahujici dve a viac nukleotidovych alebo amino-
kyselinovych sekvencii vo formate FASTA. NCBI ! definuje tento format nasledovne:

e Prvy riadok kazdého zdznamu sekvencie tvori hlavicka, zacina znakom >, a dalej
obsahuje jednoznaé¢ny identifikdtor sekvencie a dalSie volitelné informécie

e Dalsie riadky obsahujt samotnii sekvenciu zostaveni z jednopismennych kédov podla
standardu UIPAC?-IUB?.
7.1.2 Vystupné data

Za zakladny vystup sa povazuje fylogeneticky strom vo formate NEWICK. Je to texto-
vy format popisujici topolégiu stromu, dizky vetvi aj bootstrappové hodnoty pomocou
alfanumerickych znakov, zatvoriek a ¢iarok. Nasledovny strom:

™ oo raccoon
50 19.200

0.846 - bear
6.800
sea lion
100 11.997
7,530 L seal
50 12.003
monke
3.874 80 100.859 y
75 20.592 cat
2095 47.141
weasel
18.880
do
25.462 g

Obréazok 7.1: Ilustrativny fylogeneticky strom

sa vo formate NEWICK zapiSe nasledovne:

'z angl. The National Center for Biotechnology Information
2z angl. International Union of Pure an Applied Chemistry
37 angl. International Union of Biochemistry and Molecular Biology
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((raccoon:19.19959,bear:6.80041) :0.84600[50], ((sea_lion:11.99700,
seal:12.00300) :7.52973[100] , ((monkey:100.85930,cat:47.14069):
20.59201[80], weasel:18.87953):2.09460[75]):3.87382[50],dog:25.46154);

7.2 Logicky navrh

Prvotny logicky névrh je zobrazeny na obrazku 7.2. Rozdeluje funkcionalitu fylogeneticke;
kniznice do jednotlivych modulov. Uz v tejto faze sa kladie doraz na perspektivnu rozsiri-
telnost jednotlivych ¢asti, snaha bola teda, aby boli reldcie medzi jednotlivymi dvojicami
modulov asymetrické (ak modul A referencuje modul B, tak by to opa¢ne uz nemalo platit)
a teda aby sa minimalizoval pocet zavislosti. V navrhu sa dalej predpoklada, Ze z hladis-
ka implementéacie bude doraz kladeny na funkcionalitu, ktord doposial na trhu neexistuje
(preddefinované zhluky) a naopak algoritmy, pre ktoré uz existuju kniznice, budta vyuzité
v maximéalnej moznej miere ako podpora novych rieseni.
Popis jednotlivych ¢asti logického navrhu:

e Data Structures - modul obsahuje podporné datové struktiry pre fylogenetickd ana-
lyzu, akymi st diStan¢na matica, fylogeneticky strom alebo kolekcie vstupnych sek-
vencii.

e Sequence Analysis - obsahuje frekvenénii analjzu preddefinovanych skupin.
e Models - modul implementuje vSetky substitu¢né modely

e Tree Reconstruction Algorithms - zabezpecuje komunikaciu medzi jednotlivymi mo-
dulmi, predstavuje Sablony pre kroky fylogenetickej analyzy.

e Concrete Implementations - modul zdruzuje konkrétne operacie nad vstupnymi data-
mi a zastresuje cela fylogeneticku analyzu.

e Libraries and Wrappers - schematicky znézornuje fakt, ze jednotlivé moduly vyuzi-
vaji podla potreby uz hotové datové Struktury a algoritmy, ktoré st k dispozicii
prostrednictvom volne dostupnych kniZznic.

7.3 Objektovy navrh jadra fylogenetickej kniZnice v jazyku
UML

Na zaklade $pecifikicie bol vytvoreny objektovy navrh fylogenetickej kniznice (vid obrazok
7.3). Doraz sa kladol na potencidlnu rozsiritelnost aplikacie s minimélnou nutnostou zasa-
hovat do uz vytvoreného kédu. Z tohto dévodu bola pouzitd metodika navrhovych vzorov,
ktora je rozobrata v nasledujtcich podsekciach.

Na vrchole celej hierarchie tried je rozhranie Object, ktoré musia implementovat vSetky
triedy, od ktorych sa ocakdva textovy vystup ich obsahu. Tato vlastnost bude uzito¢nd, na-
kolko je v modeli mnoho déatovych strukttr, ktorych obsah je priamo vyzadovany (Sequence,
DistanceMatrix, TreeStruct atd).
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Data Structures

Sequence
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Tree Reconstruction
Algorithms

Models
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Concrete
Implementations

Libraries and Wrappers

Obrazok 7.2: Navrhovand logickd schéma fylogenetickej kniznice. Smer Sipky znazortiuje
vyuzitie inStancii tried toho ktorého modulu inym modulom.

7.3.1 Substituéné modely

Pri ndvrhu modulu substituénych modelov bol vyuzity strategy pattern. Trieda Distan-
ceMatrix referencuje abstraktna triedu Model, ktord predpisuje implementovat metddu
count(), ktorej parametrom s dve generické biologické sekvencie. Vdaka tejto vlastnos-
ti bude mozné menit modely za behu programu, kéd sa sprehladni a bude mozné volne
experimentovat pri hladani najvhodnejsieho substituéného modelu pre dant vzorku dat.

7.3.2 Sekvencie

De facto vsetky operécie sa uskuto¢niuju nad biologickymi sekvenciami. Aby bola zabezpe-
Cené lah$ia rozsiritelnost a volnd kombinacia jednotlivych metdéd Statistickej analyzy sek-
vencii, bol pre navrh tejto Casti zvoleny decorator pattern. Pri rozsireni o novi Statistickt
analyzu, pripadne o datova struktaru, ktord priamo vychadza z biologickej sekvencie, staci
rozsirit kniZznicu o novu triedu, ktord dedi z triedy DecoratedSequence.

7.3.3 Distancné algoritmy

Distanéné algoritmy maju vzdy rovnaka schému — taka, ako znazornuja metédy abstraktnej
triedy DistanceAlgorithm. V tomto pripade sa da s vyhodou pouzit template pattern.
Triedy zdedené od DistanceAlgorithm bud dedia generick(i implementaciu svojho predka,
alebo dopliiaju algoritmus o detaily.

7.3.4 Dalsie datové Struktiry a iné vyznamné triedy

Trieda TreeStruct implementuje topolégiu fylogenetického stromu vo forme 2D datovej
struktary. Bude sa s 1iou pracovat pocas celej fylogenetickej analyzy od chvile, ked je strom
vytvoreny v pamiti pocitaca.

Trieda Parameters je implementovand ako singleton a zdruzuje vsetky parametre a
nastavenia programu. Singleton sa pre tento ucel ¢asto pouziva, parametre su totiz fixne
dané na zaciatku analyzy a vyzaduje sa teda ich persistencia v ramci celého behu programu.
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Trieda ProgramWrapper implementuje jednoduchy wrapper externych binidrnych st-
borov. Pre kazdy binarny stbor sa potom vyuzije nova instancia tejto triedy, ktorej sa
nadefinuju parametre programu a cesta k nemu.

7.4 Pouzité technoldgie

Na implementaciu bol pouzity vysokouroviiovy objektovy jazyk Python. Treba podotknit,
7e jazyk okrem objektovej paradigmy podporuje aj struktdrovani a naviac funkcionalnt
paradigmu. Ide o dynamicky typovy jazyk. Bol vybrany pre vysoku efektivitu pri pisani
kédu, velmi dobri podporu prace s retazcami (vdaka jeho ”skriptovacim”vlastnostiam) a
bohatému vyberu vstavanych kniznic.

7 externych kniznic bola pouzit4 kniznica Pycogent® [15] a to predovSetkym na nacitanie
biologickych sekvencii a v niektorych krokoch fylogenetickej analyzy (napr. algoritmus
Neighbor - Joining).

Na vyvoj bolo pouzité vyvojové prostredie Eclipse spolu so zasuvnym modulom imple-
mentujicim prostredie pre vyvoj v jazyku Python s ndzvom PyDev.

7.5 Implementacia

Implementécia bola v prostredi PyDev rozdelena na 8 balickov. Toto rozdelenie je urcitym
konsensom medzi logickym navrhom (obréazok 7.2) a diagramom tried (obrazok 7.3). Oproti
logickému névrhu pridéva niekolko podpornych balickov.

Pozn.: V texte sa dalej spomina pojem modul, mé vsak odliny vyznam ako pri logickom
navrhu, v tomto pripade predstavuje jeden zdrojovy subor napisany v jazyku Python.
V strucnosti bude na tomto mieste popisany kazdy z balickov spolu s modulmi, ktoré
obsahuje:

e Balicek Algorithms — obsahuje 4 moduly:

— Modul DistanceAlgorithm.py implementuje bazovia triedu, ktord obsahuje
metédy spolocéné pre vSetky diStanéné algoritmy. Metéda LoadSeq() nacita
sekvencie vo formate FASTA pomocou modulu MinimalFastaParser z knizni-
ce PyCogent. Metéda Align() zarovna vstupné sekvencie a to tak, Ze instancuje
triedu MuscleCommandline z kniznice PyCogent, ktora zapizdruje komunikéciu
s programom Muscle’. Metéda CountMatrix() naplni hodnoty distanénej matice
ziskané pomocou nastaveného substituéného modelu.

— Modul NeighborJoining.py zapuzdruje vytvorenie fylogenetického stromu pomo-
cou metédy Neighbor-Joining, vyuzity je modul nj z kniznice PyCogent

— Struktara modulu UPGMA.py je rieSend podobne ako v predoslom pripade,
pouzity je modul upgma z kniznice PyCogent

— Modul TDCG je implementaciou vlastného algoritmu Top Down Clustering of
Groups s ustrednou metédou Split() implementujiucou rekurzivny algoritmus
uvedeny v podsekcii 6.5.1.

4z angl. Python the COmparative GENomic Toolkit
Svolne dostupny na stiahnutie na adrese http://www.drive5.com/muscle/downloads.htm
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Bali¢ek Exceptions — obsahuje 2 moduly implementujice uzivatelské vynimky, ktoré
su vyvolané pri chybnom zadani parametrov programu resp. chybnou pracou s dista-
ncénou maticou

Balicek Execution — obsahuje 2 pomocné moduly, ktoré slizia na korektné spraco-
vanie vstupnych parametrov programu:

— Modul Parameters.py obsahuje singleton triedu, ktoré po instancovani udrzuje
aktualne parametre programu.

— Modul Formatters.py obsahuje pomocné funkcie, ktoré parsuja z FASTA hla-

.....

Balicek Generic — obsahuje 1 modul, a to genericka triedu Object.py, z ktorej dedia
vSetky triedy, u ktorych je pozadovany textovy vystup

Balicek Matrices — obsahuje modul DistaneMatrix.py implementujtici metédy nad
distan¢nou maticou. Tuto datova Struktiru vyuzivaja vsetky implementované algo-
ritmy na fylogenetickt rekonstrukciu. Jednotlivé polozky sa ukladajt do asociativne-
ho pola (vstavany typ dictionary), kde klic¢om k nim je vzdy dvojica (vstavany typ
tuple) refazcov.

Balicek Models — obsahuje 5 modulov, ktoré implementuji jednotlivé modifikované
substitu¢né modely zo sekcie 6.4.

Balicek Sequences — spolu 3 moduly; implementécia preddefinovanych skupin sek-
vencii v module GenericSequence.py a jeho dekorator zabezpecujuci frekvenéni
analyzu v module FrequenceAnalysis.py. Pri implementacii bola vyuzita vlast-
nost jazyka Python, tzv. first class functions, ktord umoziiuje priradovat za behu
programu insStancné metddy objektu, tak, ako keby Slo o inStan¢né premenné. Bola
implementovana funkcia na frekvenéna analyzu nukleotidov - nucleotide_analysis()
a funkcia na frekvenént analyzu proteinov - protein_analysis(). Podla vstupnych
parametrov sa az za behu programu rozhodne, ktora z funkcii sa priradi a spusti ako
inStan¢na metdda objektu FrequenceAnalysis. Podobny princip bol vyuzity aj pri
implementécii bootstrapingu. Pokial je aktivovany bootstraping, k inStanénej metd-
de triedy GenericSequence() sa priradi Specidlny iterator, ktory vybera jednotlivé
prvky (pozi¢ne Specifické vektory) ndhodne. Pokial tato Specidlna iteratorova metéda
nie je aktivovana, iterator vracia prvky v Standardnom poradi.

Balicek Wrappers — v aktualnom stave implementacie obsahuje tento balicek modul
Consense.py, ktory zapizdruje komunikéciu s programom consense z balicka Phylip.
Vyuziva pri tom vstavani kniznicu na sptstanie podprocesov subprocess.

Pozn.: Balicek Algorithms obsahuje este naviac modul NeighborJoiningModif.py,
ktory je vlastnou implementéciou algoritmu Neighbor-joining s vyuzitim reprezentéacie stro-
mu vo forme dvojdimenzionalneho pola (v implementacii je to pole asociativnych poli),
tedria vid cast 6.6.1. V stlasnej implementécii ide o experimentalny modul, ktory nebol
vyuzity na ziskavanie vysledkov z redlnych dat (kapitola 8).

Vysledkom implementécie je prenositelnd konzolova aplikcia. Vstupnym bodom prog-

ramu je skript analysis.py, ktory instanciuje algoritmy fylogenetickej analyzy z balicka
Algorithms. Program v zavislosti od vstupnjych parametrov vygeneruje dva stromy vo
formate NEWICK - originalny strom a konsensuélny strom s bootstrapovymi hodnotami.
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Na porovnanie tjchto stromov sa v sti¢asnosti pouziva program rbvotree®. Priklady pouzi-
tia, popis jednotlivych parametrov a niektoré testovacie data st k dispozicii na prilozenom
CD (vid adresarova struktiura v prilohe).

fdostupny na http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py
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Obréazok 7.3: Navrh fylogenetickej kniznice v jazyku UML
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Kapitola 8

Prakticka aplikacia vytvorenych
algoritmov

Kapitola popisuje nasadenie navrhnutych metdd pri rieSeni niektorych praktickych problé-
mov.

8.1 Urdovanie fylogenetického stromu ludskej populacie

Na overenie funkénosti a robustnosti algoritmu bola vytvorena nasledovna pripadova studia:
Ziskaf vicsie mnozstvo sekvenci mitochondridlnej DNA Tudskej populdcie z roznych oblasti
zemegule a vytvorit na zéklade tejto vzorky dat agregovany fylogeneticky strom. Vysledok
porovnat s niektorou uZ prezentovanou studiou.

8.1.1 Mitochondridlna DNA

Mitochondridlna DNA sa nachddza v mitochondridch kazdej bunky Tudského tela, je teda
sucastou mimojadrovej genetickej informacie. TLudskd mitochondridlna DNA mé velkost
16 569 parov baz, obsahuje celkom 37 génov, z toho 24 prestavuji gény pre nekédujicu
RNA. V pripade mtDNA dochadza u Zzivocichov k tzv. materidlnej dedi¢nosti — geneticka
informécia je dedend po matke. Tym padom nedochédza k rekombinacii DNA obidvoch
rodi¢ov a teda mtDNA sa prestva z rodi¢a (matky) na potomka v nezmenenom stave.
Préave vdaka tomuto $pecifiku je éasto vyuzivana na rozne genetické analyzy a kvoli pomerne
vysokému podielu mutécii oproti jadrovej DNA aj na popis migracie ludstva a vo forenznom
inZinierstve.

8.1.2 Metodika vyberu a spracovania dat

Prehlad pouzitych sekvencii udava tabulka 8.1. Vaésina bola ziskana zo zdroja [12] (ak je
tomu inak, je referencia na sekvencie uvedend priamo v tabulke). Dodato¢ne bola prida-
na skupina sekvencii Simpanzov (Chimpanzee), ktora mé slazit ako outgroup. Pracuje sa
s predpokladom, Ze priemerné vnitroskupinova vzdialenost sekvencii jedincov, ktori poché-
dzaju z rovnakého svetadiela / kontinentu, je nizsia ako vzdialenost reprezentantov dvoch
odlisnych preddefinovanych skupin.

Nakolko je velkost mitochondridlneho genému prilis velkd na analyzu v beznych pod-
mienkach (obzvlast viacnasobné zarovnanie je mimoriadne ¢asovo naroéné), bola vybrana
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Data Preddefinovana skupina | Pocdet sekvencii

European (Kivisild)
Sardinian (Fraumene) Europe 215
Italian (Achilli)

Papua New Guinean (Ingman)
Melanesian (Kivisild) Australia/Oceania 41
Australian (Ingman)

Japanese (Tanaka)

Chinese (Kong) East Asia 720
American [9] America 5
African [10] Africa 4

Tabulka 8.1: Zoznam spracovavanych sekvencii fudskej mitochondridlnej DNA (eventudlne
s menom osoby, ktora kolekciu zozbierala, pokial je zname) spolu so skupinami, do ktorych
boli vlozené a poctom sekvencii, ktoré obsahuju

z kazdej sekvencie vysoko polymorfna oblast o velkosti priblizne 200 bp (pozicia 7900 az
8100).

Data presli vSetkymi styrmi krokmi fylogenetickej analyzy pomocou distanéného algo-
ritmu (popis vid sekcia 6.2). Zarovnanie bolo prevedené pomocou algoritmu Clustal (popis
vid podsekcia 2.4.1). Na preddefinované skupiny sekvencii (tabulka 8.1) bola aplikova-
na frekvenéné analyza a nasledne modifikovand metrika p vzdialenosti (obsah logaritmu
v rovnici 6.2. Vysledni maticu vzdialenosti potom spracoval algoritmus neighbor-joining,
ohodnotenie bootstrappovymi hodnotami bolo prevedené tak, ze sa vytvoril konsensual-
ny strom z 500 r6éznych replikéicii pévodnej vzorky dat a jeho bootstrappové hodnoty sa
nasledne priradili k pévodnému stromu.

8.1.3 Dosiahnuté vysledky

Vysledok fylogenetickej analyzy pomocou modifikovaného algoritmu zobrazuje obrazok 8.2.
Skupina Chimpanzee bola umiestnena ako tzv. outgroup na zakorenenie stromu. Ziskana
topoldgia sa zhoduje s topoldgiou zverejnenou v $tudii ¢asopisu Science [17], ktora je zobra-
zend na obrazku 8.1. Spominand stidia vychadzala z tplne rozdielnych dat, islo o vzorky
51 populécii, ktoré dovedna obsahovali 650 000 lokusov s vyskytom jednonukleotidovych
polymorfizmov. Ziskana topoldgiu na obrazku 8.2 naviac podporuji vysoké bootstrappové
hodnoty, z ¢oho sa dé usudif, Ze pouzitd modifikicia je pre tento Ucel zmysluplnd a moze
byt eSte v budicnosti pri podobnej analyze ndpomocné. Vysledky uvedené v tejto kapitole
budt publikované na konferencii HCII 2011 [35].

Kvdli porovnaniu bol dalej vytvoreny fylogeneticky strom pomocou konsensualnych sek-
vencii. Parametre algoritmu boli nastavené rovnako ako v predoslom pripade (p-vzdialenost,
Neighbor-joining, 500 bootstrapovych replikdcii) Topoldgia fylogenetického stromu zreko-
nstruovaného na zaklade konsensudlnych sekvencii (obr. 8.3) nezodpoveda topologii stromu
v spominanej $tudii (obrazok 8.1; [17]), a teda ani stromu ziskaného pomocou vlastného
modifikovaného algoritmu (obr. 8.2, popis algoritmu vid sekcia 6.4).

Do pozornosti treba dat zamenu uzlov Europe a American. Nerelevantnot zhluku
FEast_Asia s Europe podporuje nizka bootstrapova hodnota. Z porovnania stromu z kon-
sensudlnych sekvencii (obr. 8.3) a stromu vytvoreného modifikovanym algoritmom (sekcia
6.4) je zrejmy prinos implementovaného rieSenia a potvrdzuje sa tym zaroven
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Obrazok 8.1: Fylogeneticky strom zo $tudie zverejnenej v ¢asopise Science [17]
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Obrazok 8.2: Ziskany fylogeneticky strom, farby jednotlivych uzlov koresponduja so stro-
mom z obrazku 8.1 tak, aby bolo vidiet zhodu v topoldgii.

hypotéza, Ze je ddlezité udrziavat informaciu o vietkych prvkoch preddefinova-

ného zhluku.

Pozn.: Data boli analyzované aj algoritmom TDCG, vizualizované vystupy s kratkym
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komentarom su k dispozicii na prilozenom CD.

74 Europe

Australia_Oceania

100

American

African

Chimpanzee

Obrazok 8.3: Strom ludskej populacie ziskany z konsensuédlnych sekvencii

8.2 Urcovanie fylogenetického stromu rastlin z rodu Eleocha-
ris
8.2.1 Popis dat a zvolené metédy

Ide o sekvencie tzv. vnitornych prepisovanych medzernikov (ITS!) rastlin z rodu Eleocha-
ris. Tieto sekvencie sa velmi ¢asto pouzivaji na odvodzovanie evolu¢nych vztahov. Na
analyzu bol zvoleny algoritmus Neighbor-joining, Tamurov trojparametrovy substitu¢ny
model, pocet replikacii pre bootstraping bol 500, metéda pre tvorbu konsensuélneho stro-
mu bola Majority-rule consensus (vid sekciu 3.4). Modifikovanej metéde bolo predlozené
rozdelenie do 17 skupin podla znalosti experta.

8.2.2 Interpretacia dat

Vysledok fylogenetickej analyzy modifikovanou metédou znazornuje obrazok 8.4 vlavo. Far-
by jednotlivych uzlov pravého stromu (kde boli evoluéné vztahy odvodené Standardnou
Tamurovou metrikou a neboli definované preddefinované zhluky) zodpovedaju farbam pri-
slusnych agregovanych uzlov stromu lavého. Na zakorenenie bol pouzity podstrom skupin
sekvencii CELI a INTI, pretoze tieto sekvencie (zhluky) reprezentuju bazalne druhy rodu
Eleochari.

Fylogeneticky strom zastupcov rodu Eleocharis odvodeny pomocou modifikovanej met-
riky zodpoveda doposial publikovanym pracam o fylogenézii Eleocharis ([27],[24]), kde st
jasne vymedzené 4 podrody: Limnochloa (CELI, INTI), Zinserlingia (QI, Q), Scirpidium
(AI) a Eleocharis (CI, OI, MCI, PI, VI, 2891, MI AUI, UI, SI, 177I). V ramci podrodu Ele-
ocharis sa naviac vymedzuje sekcia Eleocharis, ktora je so silnou bootstrapovou podporou
(99 %) oddelena aj v pripade stromu zaloZenom na modifikovanom algoritme (shluky XI,
MCI, VI, PI, 2891, MI, AUI, UI, SI, 177I). Sekcia Eleocharis naviac v zhode s predchédza-
jucimi pracami obsahuje aj druh MCI (Eleocharis macrostachya; obr. 8.4 vlevo), ktory je
reprezentovany dvoma sekvenciami, z nich len jedna spada do sekcie Eleocharis (obr. 8.4
vpravo). Podobnu situéciu sa dé vysledovat v ramci sekcie Eleocharis v pripade poddruhov
UI a SI (Eleocharis uniglumis poddruh uniglumis a Eleocharis uniglumis poddruh sterne-
ri), ktoré tvoria silne podporovanu skupinu (bootstrap 90%; obr. 8.4 vlavo), napriek tomu
ze kazda z dvoch sekvenci poddruhu UI spadd do rozdielnych skupin (obr. 8.4 vpravo).

!skratka pre internal transcribed spacer
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Mozno teda celkovo skonStatovat, Ze modifikovand Tamurova metrika ndm dala relevantné
vysledky a na analyzu podobného typu dét je vhodné.
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Obrazok 8.4: Porovnanie stromu vytvoreného pomocou modifikovaného modelu Tamuru
na zhlukovanie preddefinovanych zhlukov (vlavo) a stromu vytvoreného Standardnym spo-
sobom
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Kapitola 9

Integracia vytvorenych nastrojov

Jednym z dodatocéne vytycenych cielov prace je poskytnuf uzivatelovi prehladné grafické
uzivatelské rozhranie dostupné z webu. Po doslednom zvézeni a konzultacii so zadavatelom
projektu bol zvoleny systém Mobyle [26] ako prostriedok na zverejnenie vytvorenej aplikdcie
a na generovanie potrebného rozhrania k uzivatelovi.

Ako uz bolo spomenuté v sekcii 4.3, ide o bioinformaticky framework a webovy portal.
V tejto kapitole bude systém popisany z pohladu administratora a programatora, zameria
sa teda na jeho Struktaru a dalej popis instalacie a postupu pri integrovani novej aplikicie
do systému.

9.1 Systém Mobyle

Systém Mobyle bol vytvoreny s ciefom splnif nasledovné zakladné koncepty:

1. Vytvorenie rovnakého uzivatelského rozhrania pre rozli¢né programy a ich
spojenie do spolo¢ného systému. Mobyle je navrhnuty tak, aby umoznil zdruZenie
prakticky neobmedzeného mnozstva bioinformatickych aplikacii pod ”jednou stre-
chou”.

2. Vytvorenie perzistentného pracovného priestoru (workspace). Systém umo-
znuje jednak pristup do systému ako host, ako aj vytvorenie uzivatelského ac¢tu. Uzi-
vatelsky Gcet umoziiuje trvalé ulozenie analyzovanych dat a vysledkov, ku ktorym je
mozné sa jednoducho vratit.

3. Popis rozhrani pomocou XML. Vsetky data vratane popisu programov, definicii
sluzieb a uzivatelského pracovného priestoru si uloZzené vo forméte XML.

4. Distribiicia programovej sluzby po sieti. Program integrovany do systému ne-
musi mat len lokdlnu funkciu. Vdaka funkcionalite Mobyle Net je mozné programy
distribuovat do vzdialenych inStaldcii systému Mobyle. Kazd4 inStalacia systému te-
da moze pozostavat zo série lokalnych sluzieb a takych, ktoré sa spustaju vzdialene
z uplne iného ulozista [20].

9.1.1 Kompomenty systému

Obréazok 9.1 zobrazuje zakladné komponenty systému a ich vzajomné prepojenie.
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9.2 Instalacia a konfiguracia

Prerekvizitou k tspesnej instalacii systému Mobyle je operac¢ny systém na béaze Unix a
server Apache'. Dalej je to zdkladna instalacia jazyka Python vo verzii 2.5 spolu s balickami
uvedenymi v tabulke 9.1.

Balicek Hlavna funkcia

simpletal, verzia >= 4.1 | sablénovaci jazyk

4suite, verzia >= 1.0.2 spracovanie XML

simplejson JSON enkodér/dekodér pre Python

python imaging library | kniZnica na spracovanie obrazkov pre Python

PyCAPTCHA framework pre Python na tzv. CAPTCHA testy

libxml2 parser pre XML

siginterrupt rozhranie v jazyku python pre systémovu funkciu siginterrupt()

Tabulka 9.1: Zoznam pythonovskych bali¢kov potrebnych pre instalaciu systému Mobyle

Pozn.: Blizsi popis technoldgii z tabulky 9.1 a odkazy na stiahnutie moZno néjst na
strankach systému Mobyle?.

Naviac je potrebna utilitka squizz®, ktora slizi na prevod medzi forméatmi sekvencii a
zarovnani.

Samotné instalacia je potom jednoduchy automatizovany proces, ktory sa spusti nasle-
dovnym prikazom:

python setup.py install
—install-core=/path/where/to/install/core/files
—install-cgis=/path /where/to/install /cgis/files
—install-htdocs=/path/where/to/install /html/files

e polozka '—install-core’ urcuje umiestnenie jadra aplikacie a k nemu prislichajicej do-
kumentacie a prikladov

e polozka ’'—install-cgis’ ur¢uje umiestnenie cgi skriptov, ktoré spusta webovy server

Yide o open-source http server, blizsie informécie na http://httpd.apache.org/
Zhttps://projets.pasteur.fr/wiki/mobyle/
3dostupna na ftp://ftp.pasteur.fr/pub/gensoft/projects/mobyle/
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e polozka '—install-htdocs’ urcuje korenovy adresar pre umiestnenie html siborov por-
talu, uzivatelskych sedeni a programovych definicii (vid dalej)
9.2.1 Konfiguracia portalu

Na konfiguraciu portélu existuje vzorovy stbor, ktory je ulozeny v adresari Example/Local/Config/Config.
a je nutné ho prekopirovat do Local/Config/Config.py a upravit podla vlastnych potrieb.
Upravena verzia konfigura¢ného stboru spolu s komentarom k jednotliviym polozkam je na
priloZzenom CD noSici.
Portal disponuje troma druhmi sluzieb:

e programami,
e workflow procesmi
e a pohladmi (viewers).

Vsetky tri sa definujt pomocou jazyka XML. Dalej bude diskutované programova sluzba
portalu.

9.3 Integracia novych metod

Do portalu Mobyle mozno integrovat lubovolnt konzolovii aplikdciu spustitelnt v beziacom
operacnom systéme. XML sa v tomto pripade vyuziva na:

e popis, ako invokovat program (programovy wrapper)

e popis, ako zobrazit jednotlivé nastavenia programu vo formulari, pripadne ako zobra-
zit vystupy programov

e sémantickil kontrolu hodnét a parametrov programu.

Koreniovym elementom programovej definicie je tag program. Jeho obsah je rozdeleny
do dvoch casti:

e hlavicka (tag head) obsahuje zakladné informécie o programe (nézov, verzia, autor,
umiestnenie v ramci hierarchie aplikacii atd.)

e tag parameters, ktory obsahuje popis vstupnych dat, popis moznych nastaveni prog-
ramu, predpis, ako vytvorit prikaz na spustenie sluzby atd.

9.4 Integracia vlastnej implementacie

Pre tucely integracie bol s vyuzitim vybranych modulov fylogenetickej kniznice vytvoreny
spustitelny skript s ndzvom distmatgroups, ktory nahradza pévodny program distmat. Ten
na vstupe prijima zarovnané sekvencie a ich prislusnost k skupine (spravidla je prislusnost
danej sekvencie do skupiny dopredu uréenym spdsobom zakédovanéd do hlavicky FASTA).
Obrazok 9.2 znazornuje poziciu vytvoreného skriptu z hladiska celkového behu analyzy. Po
zarovnani sekvencii sa beh rozdeli na dve casti:

e Tava vetva generuje origindlny fylogeneticky strom - vytvori diStan¢én( maticu skupin
pomocou distmatgroups a zanalyzuje pomocou programu neighbor, ktory zahifna
algoritmy NJ alebo UPGMA
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e prava vetva vygeneruje pomocou distmatgroups n pseudovzoriek a z nich n distan-
¢nych matic, tie spracuje program netghbor a vytvori n stromov, z ktorych nasledne
program consense vytvori konsensualy strom s bootstrapovymi hodnotami

e Tavd a prava vetva sa spoja v programe rbvotree, ktory porovné originilny strom a
konsensualny strom a priradi origindlnemu stromu bootstrapové hodnoty

e strom sa nasledne vizualizuje pomocou programu newicktops a ulozi sa vo formate
PostScript?

Pre programy muscle, neighbor, rbvotree, consense a newicktops existuje popis ich roz-
hrania vo formate XML pre Mobyle (°, resp. na prilozenom CD), pre program distmatgroups
musel byt tento popis vytvoreny (vid prilozené CD).

¢

muscle

'

distmatgroups | [distmatgroups (bootstrap on)

i ¢

neighbor neighbor

i

consense

pd

rbvotree

Obrazok 9.2: Workflow néstrojov na fylogenetickii analyzu podla diStancnej matice s in-
korporovanym vlastnym bioinformatickym nastrojom

Systém Mobyle bol podla popisu tspesne nainstalovany a konfigurovany na lokélnej
instalacii systému Ubuntu. V dalSom kroku bude umiestneny do siete WWW pre potreby
Mgr. Zedka.

“forméat na graficky popis tlacitelnych dokumentov
Sdostupné na ftp://ftp.pasteur.fr/pub/gensoft/projects/mobyle/
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Kapitola 10

Rozsirenia do buducnosti

Téato kapitola popisuje niekolko moznosti, akym sposobom rozsirit a vylepsit prezentované
riesenie. Dalej zahriiuje ndmety na navrh novych algoritmov.

10.1 Portal Mobyle

Dlhodobym zémerom autora predloZenej prace je uviest portal Mobyle do chodu v ramci
niektorého zo serverov FIT na VUT v Brne. Vdaka tomu by bolo moZné postupne pridavat
dalsie bioinformatické nastroje (napriklad tie, vytvorené v ramci Studentskych prac). Tento
krok by ulahéil distribuovanie aplikdcii medzi bioinformaticki komunitu, a teda by priniesol
aj rychlejsiu spdtni viizbu zo strany uzivatelov a na omnoho viiésej vzorke.

10.2 Koddovanie stromu

Navrhnuté kédovanie fylogenetického stromu pomocou dvojdimenzionalneho pola (matice,
vid 6.6.1) sa javi ako vhodna datova Struktira pre dalsie pouzitie. Myslienky, ktoré by
mohli byt dalej rozvijané:

e Tvorba genetického algoritmu. Jednotlivé riadky matice sa daja interpretovat ako
binarne ¢isla. Tie st vhodné na kédovanie chromozému pri evoluénych algoritmoch a
jeho nasledntt manipulaciu (krizenie, mutécie). Naviac obsahuje toto kédovanie pres-
né sémantické pravidla, takze by nebolo zlozité vyhodnotif zmysluplnost ziskaného
rieSenia. Znalosti z evoluénej tedrie by sa dali vyuzit pri zostrojeni fitness funkcie —
kvalita rieSenia by sa posudzovala napriklad na zaklade suctu dizok vsetkjch hran
stromu.

e Kompresia fylogenetickych stromov. Podobne ako v predchéddzajicom bode, aj
v tomto pripade sa na maticu fylogenetického stromu hladi ako na bindrny kdéd, resp.
sled jednotiek a nil. V pripade rozsiahlejsieho stromu maju tieto sledy nezanedbateln
velkost a je dobré Sanca znizit ich priestorov zlozitost, napriklad pomocou algoritmu
RLE'.

!z anglického Run-length encoding, jednoduchy algoritmus na ditovt kompresiu vyuzivajtci dlhé sledy
rovnakych hodnét
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10.3 Identifikacia pomocou preddefinovaného zhluku

V celej praci bol zvazovany pristup, kde sa zo skupiny sekvencii vytvori sekvenény profil a
s nim sa dalej pracuje (kapitola 6). D4 sa v8ak formulovat aj iny problém:

Madme k dispozicii niekolko sekvenénych profilov a naviac sekvenciu, ktorej povod je ndm
nezndmy. Chceme zistit, ktorej zo skupin je najbliZsie.

Vychéadza sa z predpokladu, Ze sekvencny profil v sebe obsahuje informaciu o vi¢Ssom mno-
Zstve sekvencii a tym padom nepriamo aj informéciu o konzervovanych tusekoch, ktoré sa
mozu prekryvat so skiimanou sekvenciou.

10.4 Rozsirenie algoritmov na zhlukovanie preddefinovanych
skupin

Jadrom prace bol navrh rieSenia na zhlukovanie preddefinovanych skupin. K tejto prob-
lematike mozno vyvinuf este iné rieSenia. Ako uz bolo spomenuté v sekcii 10.2, geneticky
algoritmus je jedno z nich. Naviac mozno aplikovat iné metédy fylogenetickej analyzy - na-
priklad znakové. Zékladnym problémom vsak aj v tomto pripade zostéva, ako reprezentovat
preddefinovany zhluk v analyze a ako definovat vztahy medzi nimi.

10.5 Paralelizacia vypoctu

Ako naznacuje obrazok 9.2, vypocet prebieha v istej faze v dvoch, na sebe nezavislych
vetvach. Tento proces by sa dal paralelizovat na dva procesory, ak sa naviac zvaz, Ze
samotné generovanie a spracovanie pseudovzoriek v pravej vetve (obrazok 9.2) je na sebe
nezavislé, mozno vyuzit viac ako dva procesory a podla toho upravif algoritmus. Tento
krok moéze zvysit efektivitu vypodtu.
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Kapitola 11

Z.aver

Jadro predloZenej prace prezentuje ¢itatelovi novy pristup k fylogenetickej analyze biologic-
kych sekvencii. Ide o Specifické metddy, ked je predmetom analyzy odvodenie evoluénych
vzfahov medzi celymi skupinami sekvencii. Tento pristup, ako bolo ukézané, poskytuje
biolégovi novy pohlad na evolu¢né vztahy medzi organizmami.

Diplomové praca sa zaoberéa velmi rozsiahlou oblastou bioinformatiky. Ani zdaleka ne-
boli predstavené vSetky dostupné metédy a mechanizmy molekularnej fylogenetiky. Pred-
nost pri popise a tym paddom aj pri samotnej implementacii dostali tie, ktoré st overené
praxou (z hladiska vykonnosti aj relevantnosti vystupov), a teda vyuzivané Mgr. Fran-
tiSkom Zedkom, ktory dohliadal na cely priebeh a smerovanie vytvoreného textu ako aj
implementovanych metdd a poskytol cenné interpretacie vytvorenych vystupov.

Z pohladu tedrie bol vyklad zamerany predovSetkym na dve oblasti: viacndsobné zarov-
nanie a substitu¢né modely. Toto zameranie bolo icelné. Viacnasobné zarovnanie je mimo-
riadne naro¢nou operaciou z hladiska casovej zlozitosti, a preto v znacnej miere ovplyviiuje
celkovii dobu fylogenetickej analyzy (pokial nie st k dispozicii uz zarovnané sekvencie).
Préave substituéné modely tvoria teoreticky zaklad vlastného rozsirenia odhadu evolucnej
vzdialenosti preddefinovanych zhlukov (kapitola 6).

V zavere prace bol predstaveny systém Mobyle a integracia vytvoreného programu do
tohto bioinformatického portalu. Tento portil poskytuje pre bioldga velmi silny ndstroj,
nakolko umoznuje velmi tcelne kombinovat jednotlivé analyzy.

Nespochybnitelnym prinosom tejto prace je ndvrh modifikovanej metriky na porovnéava-
nie preddefinovanych zhlukov pomocou matematiky a Statistiky. Prezentované modifikacie
modelov Jukes-Cantor, Tamura, Kimura a PC-vzdialenosti v kombinacii s konven¢nou me-
tédou Neighbor-joining dévaji v praxi velmi dobré vysledky, lepSie, ako konvenéné metédy
(tvorba konsensudlnej sekvencie, ndhodny vyber). Naviac st SirSie pouzitelné, ako sa po-
vodne predpokladalo, funguju totiz rovnako dobre pre ludski mitochondridlnu DNA ako
aj pre sekvencie z rastlinného genému 8. Vysledky prace boli prezentované na viacerych
konferenciach (EDS [34] a EEICT [33]) a na medzinarodnej konferencii HCII [35].
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Dodatok A

Obsah CD

Prilozené CD obsahuje nasledovné adresare:

src - obsahuje zdrojové sibory programu a kniznicu PyCogent
text - obsahuje text prace a zdrojové sitbor textu prace systému KTEX
doc - obsahuje programovi dokumentaciu a manual k aplikacii

config - obsahuje konfiguracny stibor Config.py pre portal Mobyle a XML popis
rozhrania

mobyle - obsahuje zdrojové stiibory Mobyle-1.0.RC1
outputs - obsahuje vystupy vytvorenych algoritmov zverejnené v texte a dalsie

inputs - obsahuje vybrané vstupné data s rozdelenim do skupin

65



	Úvod
	Biologická evolúcia
	Vysvetlenie základných mechanizmov
	Biosekvencie
	Štruktúra DNA a RNA
	Štruktúra proteínov
	Centrálna dogma molekulárnej biológie

	Mutácie
	Zarovnanie biologických sekvencií
	CLUSTAL
	MUSCLE


	Molekulárna fylogenetika
	Substitučné modely
	Markovské reťazce
	Modely nukleotidových substitúcií
	Modely aminokyselinových substitúcií
	Modely kodónových substitúcií
	Posudzovanie medzier viacnásobného zarovnania pri odhade substitučnej vzdialenosti

	Fylogenetické stromy
	Algoritmy na generovanie fylogenetických stromov
	Metóda Neighbor-joining
	Metóda UPGMA

	Štatistická relevantnosť získaných riešení
	Konsensuálny strom
	Bootstrapping


	Počítačové programy venujúce sa problematike
	Program MEGA
	Phylip
	Mobyle@Pasteur
	TreeView

	Špecifikácia požiadaviek
	Neformálna špecifikácia
	Zhlukovanie na báze expertných znalostí

	Analýza požiadaviek a návrh algoritmov
	Dátová reprezentácia preddefinovaného zhluku
	Základný algoritmus
	Stavový diagram
	Vlastné rozšírenie substitučných modelov
	Rozšírenie modelu Jukes-Cantor
	Rošírenie Kimurovho dvojparametrového modelu
	Rozšírenie Tamurovho trojparametrového modelu
	Rozšírenie PC-vzdialenosti

	Divizívne algoritmy
	Algoritmus TDCG

	Algoritmus na porovnanie konsensuálneho stromu s originálnym stromom
	Reprezentácia fylogenetického stromu pomocou dvojrozmerného poľa
	Porovnanie topológií


	Návrh a implementácia
	Analýza vstupných dát
	Vstupné dáta
	Výstupné dáta

	Logický návrh
	Objektový návrh jadra fylogenetickej knižnice v jazyku UML
	Substitučné modely
	Sekvencie
	Dištančné algoritmy
	Ďalšie dátové štruktúry a iné významné triedy

	Použité technológie
	Implementácia

	Praktická aplikácia vytvorených algoritmov
	Určovanie fylogenetického stromu ľudskej populácie
	Mitochondriálna DNA
	Metodika výberu a spracovania dát
	Dosiahnuté výsledky

	Určovanie fylogenetického stromu rastlín z rodu Eleocharis
	Popis dát a zvolené metódy
	Interpretácia dát


	Integrácia vytvorených nástrojov
	Systém Mobyle
	Kompomenty systému

	Inštalácia a konfigurácia
	Konfigurácia portálu

	Integrácia nových metód
	Integrácia vlastnej implementácie

	Rozšírenia do budúcnosti
	Portál Mobyle
	Kódovanie stromu
	Identifikácia pomocou preddefinovaného zhluku
	Rozšírenie algoritmov na zhlukovanie preddefinovaných skupín
	Paralelizácia výpočtu

	Záver
	Obsah CD

