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Abstrakt 
Tvorba fylogenet ických s t r o m ů je v současnos t i b ě ž n o u vizual izační metodou na vy jádřen í 
evolučních v z t a h ů d r u h ů . Tato p r á c e se sous t ř ed í na vysvě t len í m a t e m a t i c k é teorie popisuj í ­
cí mo leku lá rn í fylogenetiku a na n á v r h modi f ikovaného algori tmu na odvozování evolučního 
stromu za loženého na vn i t r o skup inové ana lýze nuk leo t idových a aminokyse l inových sekven­
cí. Dá le popisuje o b j e k t o v ý n á v r h a implementaci t ě ch to metod v jazyce P y t h o n a integraci 
n á s t r o j e do velkého b io in format ického p o r t á l u . N a v ž e n á řešení dáva j í lepší výs ledky oproti 
konvenčn ím m e t o d á m př i zh lukování p ředdef inovaných sh luků a jsou co do v s t u p n í c h dat 
š iroce použ i t e lné . P r á c e t a k é závě rem diskutuje m o ž n é j iné aplikace n a v r h n u t ý c h metod a 
ich rozšíření na iné obory in formačních technologi í . 

Abstract 
Phylogenetic tree inference is a very common method for visualising evolutionary relati­
onships among species. Th is work focuses on explanation of mathematical theory behind 
molecular phylogenetics as well as design of a modified algori thm for phylogenetic tree infe­
rence based on intra-group analysis of nucleotide and amino acid sequences. Furthermore, 
it describes the object design and implementat ion of the proposed methods i n P y t h o n lan­
guage, as well as its integration into powerful bioinformatic porta l . The proposed modified 
algori thmic solutions give better results comparing to standard methods, especially on the 
field of clustering of predefined groups. Final ly , future work as well as an application of 
proposed methods to other fields of information technology are discussed. 
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Kapitola 1 

Úvod 

O d čias Da rwina a publikovania jeho kľúčového diela evolučnej biológie [4] ubehlo už vy­
še s toroč ie . Z a t ú dobu zaznamenal tento odbor velký pokrok. Vďačí za to okrem iného 
ú s p e c h o m moleku lá rnych biológov (sekvenovanie D N A ) a čoraz tesnejšej v ä z b e na m o d e r n é 
v ý p o č t o v é m e t ó d y bioinformatiky, bez k t o r ý c h by m n o ž s t v o o t ázok zostalo dodnes nezod­
povedaných . T á t o p r á c a sa snaží p o s k y t n ú ť p lynu lý prechod od evolučnej biológie cez 
matemat iku až po informatiku, aby v z á p ä t í mohla p o d a ť p o s k y t n u t é a osvojené znalosti a 
postupy do r ú k moleku lá rne j fylogenetiky. 

V ú v o d e sa č i ta teľ dozvie z á k l a d n é poznatky z oblasti evolučnej a moleku lá rne j bioló­
gie. V ďalších čas t i ach sa po tom p r á c a podrobne j š i e venuje moleku lá rne j fylogenetike ako 
p o d m n o ž i n ě s p o m í n a n e j oblasti . 

K a p i t o l a 3 poskytuje chronologický pohľad na tvorbu fylogenet ického stromu, je na­
s ledovaná kapitolou m a p u j ú c o u d o s t u p n o s ť k o m e r č n é h o aj n e k o m e r č n é h o p r o g r a m o v é h o 
vybavenia venujúceho sa fylogenetickej ana lýze biosekvenci í . 

N a zák l ade t eore t i ckých poznatkov, skúsenos t í s p r á c o u s d o s t u p n ý m p r o g r a m o v ý m 
v y b a v e n í m a pokynov konzultanta tejto p r á c e je n a v r h n u t á nová apl ikácia na r ekonš t rukc iu 
fylogenet ických stromov. 

Ú s t r e d n ý m bodom práce je, čo do v ý z n a m u , r ep rezen tác i a skupiny sekvencií pomocou 
sekvenčného profilu z í skaného f rekvenčnou ana lýzou a ná s l edné m a t e m a t i c k é odvodenie 
or ig iná lnych m e t r í k na u rčen ie podobnosti t a k ý c h t o skup ín . Tieto metr iky sa op ie ra jú 
o t eore t ické zák l ady uvedené v ú v o d n ý c h kap i to l ách p r áce , k o n k r é t n e o s u b s t i t u č n ě modely. 

Spolu so s p o m í n a n ý m i metr ikami bude p r e d s t a v e n ý or ig iná lny algoritmus T D C G zalo­
žený na d iv i z ívnom p r í s t u p e . N a v r h n u t é r iešenia b u d ú i m p l e m e n t o v a n é v j azyku P y t h o n 
a naviac bude p r e d s t a v e n ý postup, ako v y t v o r e n é n á s t r o j e in tegrovať do b io in format ického 
p o r t á l u Mobyle . 

A k o bude zre jmé zo záverečných kapitol , p r á c a poskytuje b o h a t é m o ž n o s t i na rozšíre­
nia zasahu júce do v iacerých odborov bioinformatiky, umelej inteligencie ale aj spracovania 
v špec ia l i zovanom hardware. 

Ú p l n ý m z á v e r o m bude z h o d n o t e n ý p r ínos vy tvo rených r iešení v kontexte exis tu júcich 
m e t ó d na pol i bioinformatickej analýzy. 

4 



Kapitola 2 

Biologická evolúcia 

Biologická evolúcia je d lhodobý , samovoľne p reb ieha júc i proces, v k t o r é h o priebehu vzni ­
kajú , p r í p . j edno rázovo vzn ik l i z než ivých s y s t é m o v s y s t é m y živé, a tieto živé s y s t é m y sa 
potom ďalej vyví ja jú a v z á j o m n e diverzifikuj ú . E v o l u č n á biológia ako v e d n á d isc ip l ína sa 
z a o b e r á š t ú d i o m v l a s tnos t í biologickej evolúcie a jej k o n k r é t n y m i mechanizmami [8]. 

2.1 Vysvetlenie základných mechanizmov 

V r á m c i biologickej evolúcie funguje niekolko procesov, vďaka k t o r ý m sa organizmy vyví ja jú , 
v z á j o m n e d ivergujú (vznika jú nové druhy) a k u m u l u j ú zmeny vo svojej š t r u k t ú r e a sp rávan í . 
M e d z i tieto mechanizmy patr ia p r e d o v š e t k ý m : 

• P r i r o d z e n ý v ý b e r (selekcia) - mechanizmus popisu júc i s y s t e m a t i c k ý v ý b e r z m n o ž i n y 
n á h o d n e v z n i k n u t ý c h ded ičných zmien (mutác i í ) t aké , k t o r é sú úče lné z hľadiska ži­
vota ich nositeľov. P rež i jú teda p r e d o v š e t k ý m na jzda tne j š í jedinci , p r e tože ich účelné 
vlastnosti i m zabezpeč i a nezanedba t e ľný priestor v ďalších generác iách . 

• M u t a g e n é z a - ide o h y b n ý mechanizmus celej evolúcie, nakoľko ako j ed iný zo spo­
m í n a n ý c h javov generuje gene t ickú var iabi l i tu . Hľadiac na t ú t o problemat iku oča­
m i informatika, ide o u rč i tý n á h o d n ý prepis p r o g r a m o v é h o k ó d u ( d a n é h o sekvenciou 
nukleotidov, p r í p a d n e aminokyse l ín ) . T ý m t o p r i n c í p o m sa v pos ledných desaťroč iach 
hojne inšp i rova la aj s a m o t n á informatika [ ]. Nakoľko je výsky t m u t á c i í kľúčový pre 
m e t ó d y moleku lá rne j fylogenetiky, bude i m v e n o v a n á s a m o s t a t n á sekcia 2.3. 

• Gene t i cký drift - alebo gene t ický posun. Ide o n á h o d n é posuny vo frekvencii v ý s k y t u 
j edno t l i vých aliel ( konkré tnych variant génov) v genofonde urč i te j popu lác i e . Je to 
spôsobené t ý m , že v r á m c i popu lác i e ani zdaleka n e d ô j d e k u vzá jomne j kombinác i i 
v še tkých aliel z a s t ú p e n ý c h v genofonde. R e á l n e vznikne oveľa menej genotypov, ako 
je teoreticky m o ž n é [8]. 

• Mo leku l á rny ťah - z a h ŕ ň a procesy súvis iace so š í r en ím r e p e t i t í v n y c h úsekov D N A 
(napr. génov v niekoľkých kópiách) v r á m c i g e n ó m u i celého genofondu. Svojou 
funkciou p r i p o m í n a gene t ický drift, na rozdiel od neho však nepracuje na báze n á h o d y . 
V r á m c i m o l e k u l á r n e h o ťahu n a h r á d z a jedna alela inú alelu nie preto, že by bola 
výhodne j š i a , ale preto, že je účelnejšie roz ložená na ú rovn i D N A (väčší poče t kópi í ) . 

5 



2.2 Biosekvencie 

Sekcia poskytuje s t r u č n ý popis nuk leo t idových a p o l y p e p t i d o v ý c h reťazcov. 

2.2.1 Š t r u k t ú r a D N A a R N A 

Z á k l a d n o u jednotkou D N A je nukleozid, k t o r ý je zložený z cukru deoxyr ibózy, na k t o r ú 
j a n a v i a z a n á n i e k t o r á zo š ty roch dus íka tých báz , t . j . dvoch py r imid ínových báz - t y m í n u 
(T) a cy toz ínu (C) , resp. pu r ínových báz - a d e n í n u (A) a g u a n í n u (G) . S u s e d n é nukleozidy 
sú spo jené medzi 5'- a 3'- a t ó m o m uhl íka . Nukleoz id v y t v á r a spolu s fosfátovou skupinou 
nukleotid. M o l e k u l u D N A tvoria dva l ineá rne reťazce, v k t o r ý c h sa nepravidelne s t r i eda jú 
j edno t l ivé nukleotidy. L i n e á r n e reťazce sú spo jené tzv. vod íkovými m o s t í k m i medzi kom­
p l e m e n t á r n y m i d u s í k a t ý m i b á z a m i , t . j . A T ( d v a mos t í ky ) alebo G C ( t r i m o s t í k y ) . Reťazce 
sú an t ipa ra l e lné , t . j . 5'-koncom j e d n é h o v l á k n a sa pá ru j e s 3'-koncom d r u h é h o v lákna . 
V priestore v y t v á r a j ú dvo jzáv i tn icu . Moleku la R N A je p o d o b n á D N A s t ý m rozdielom, že 
miesto cukru deoxyr ibózy sa t u n a c h á d z a r ibóza a t y m í n je n a h r a d e n ý uraci lom (U) [8]. 

P o s t u p n o s ť nukleotidov tvor í p r i m á r n u š t r u k t ú r u nukleovej kyseliny. K ó d u j e gény, regu­
lačné oblasti a v š e t k y informácie p o t r e b n é pre š t r u k t ú r u a funkciu každej bunky organizmu. 
Z hľadiska bioinformatiky sa na molekuly D N A a R N A p o z e r á ako na reťazec nad abecedou 
nukleotidov. 

2.2.2 Š t r u k t ú r a p r o t e í n o v 

Proteiny sú t vo rené sekvenciou aminokyse l ín . K a ž d á aminokyselina je z ložená z tzv. ami-
noskupiny (obr.2.1, m n o ž i n a A ) , alfa uh l íka (obr.2.1, m n o ž i n a C) a karboxylovej skupiny 
(obr.2.1, m n o ž i n a B ) . N a alfa uh l ík sa naväzu je tzv. p o s t r a n n ý reťazec(obr .2 .1 , m n o ž i n a 
R ) , k t o r é h o š t r u k t ú r a odlišuje od seba j edno t l ivé aminokyseliny. 

O b r á z o k 2.1: S c h é m a aminokyseliny [36] 

Proteiny tvor í dovedna 20 aminokyse l ín . N a zák l ade chemicko-fyz iká lnych v l a s tnos t í 
ich m o ž n o rozdeliť do skup ín , ako znázorňu je Vennov diagram na o b r á z k u 2.2. 

Proteiny v y k o n á v a j ú v organizmoch r o z m a n i t é funkcie - s t avebné , k a t a l y z a č n é (en­
zýmy) , t r a n s p o r t n é (hemoglob ín ) , pohybové , zásobné , s igná lne i r egu lačné . Z hľadiska 
bioinformatiky sa na p r i m á r n u š t r u k t ú r u proteinu hľadí ako na reťazec nad abecedou ami­
nokysel ín [23]. 
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O b r á z o k 2.2: Vennov diagram znázorňu júc i vzťahy j edno t l i vých aminokyse l ín [3] 

2.2.3 C e n t r á l n a d o g m a m o l e k u l á r n e j b i o l ó g i e 

Popisuje prenos informácie z D N A do p ro t e ínov [ ]. Š t a n d a r d n á cesta spoč íva v nasledov­
ných krokoch: 

• repl ikácia alias kopí rovanie D N A do D N A - za účas t i v iacerých e n z ý m o v (okrem 
iných D N A - p o l y m e r á z y ) sa dvo jzáv i tn i ca D N A rozpletie a k u k a ž d é m u z pôvodných 
reťazcov, k t o r é s lúžia ako t e m p l á t , sa dosyntetizuje k o m p l e m e n t á r n y reťazec. V z n i k n ú 
tak z jednej d s D N A 1 dve ident ické d s D N A . 

• t ranskr ipcia alias prepis informácie z D N A do m R N A ( m R N A je messenger R N A čiže 
akýsi posol, k t o r ý donesie p r e p í s a n ú informáciu z D N A na preklad do r ibozómov) 

• t r a n s l á c i a alias preklad informácie z m R N A do proteinu. K a ž d á aminokyselina je 
k ó d o v a n á tzv. k o d ó n o m alebo t r iple tom (trojica nukleotidov) na m R N A . K o d ó n y sa 
p r e k l a d a j ú v b u n k o v ý c h organe lách , r i bozómoch , na sekvenciu aminokyse l ín podľa 
tabulky na o b r á z k u 2.3. Transport aminokyse l ín do r i b o z ó m u zabezpeču jú molekuly 
t R N A . 

O b r á z o k 2.4 schmematicky z h ŕ ň a u v e d e n é poznatky. T z v . o t v o r e n ý m č í t ac ím r á m c o m 
n a z ý v a m e oblasť medzi S T A R T a S T O P k o d ó n o m (viď ob rázok 2.3). T á t o oblasť poten­
ciálne kóduje protein. (Pozn.: Sekcia 2.3 diskutuje okrem iného dras t i cké nás l edky posunu 
č í tac ieho r á m c a v dôs ledku b o d o v ý c h mutác i í . ) 

1 double stranded DNA, t.j. dvojreťazcová DNA 
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T C A G 
T TTT Phe F TCT Ser S TAT Tyr Y TGT Cys C 

TTC TCC T A C TGC 
TTA Leu L TCA T A A STOP TGA STOP 
TTG TCG T A G TGG Trp W 

C CTT Leu L CCT Pro P C A T His H CGT Arg R 
CTC CCC C A C CGC 
C I A CCA C A A Gin Q CC i A 
CTG C C G C A G CGG 

A ATT íle I A C T Thr T A A T Asn N AGT Ser S 
A T C A C C A A C A G C 
A T A A C A A A A Lys K A G A Arg R 
A T G Met M A C G A A G A G G 

G GTT Val V GCT Ala A GAT Asp D GGT Gly G 
GTC GCC G A C GGC 
GTA G C A G A A Glu E GGA 
GTG G C G G A G GGG 

O b r á z o k 2.3: Š t a n d a r d n ý gene t ický kód 

2.3 Mutác ie 

P o d po jmom m u t á c i e rozumieme t a k é zmeny v š t r u k t ú r e genet ického m a t e r i á l u , k t o r é po­
t enc iá lne menia zmysel genetickej informácie , dod rž i ava jú však syn tak t i cké p r av id l á zápisu . 
Pokiaľ sú tieto p r av id l á po rušené , hovor íme o poškoden í D N A . 

M u t á c i e m o ž n o rozdeliť podľa ich fyzickej povahy nasledovne: 

• bodové 

• reťazcové 

• na ú rovn i c h r o m o z ó m o v 

• na ú rovn i celého g e n ó m u 

Z hľadiska tejto p r á c e sú kľúčové b o d o v é m u t á c i e . De l i a sa na: 

• z áměnové m u t á c i e - subs t i t úc i e (transverzie a t ranz íc ie ) 

• delécie 

• insercie 

V úsekoch kódujúc ich proteiny treba rozdeliť b o d o v é m u t á c i e podľa toho, aký m a j ú 
vp lyv na výs ledný protein. 

• s y n o n y m n é m u t á c i e (samesense) - sú dôs l edkom degenerovanosti gene t ického k ó d u 
(jednu aminokyselinu kóduje viacero rôznych kodónov) ; m u t á c i e tohto typu sú z hľa­
diska p r i r o d z e n é h o v ý b e r u väčš inou nevidi teľné, teda n e u t r á l n e 

• n e s y n o n y m n é (missense) m u t á c i e - spôsobujú , že je jedna aminokyselina n a h r a d e n á 
inou; pokiaľ m á n a h r a d e n á aminokyselina p o d o b n é fyzikálno-chemické vlastnosti , ide 
o konze rva t í vnu z á m e n u [8], k t o r á n e m u s í v ý r a z n e meniť biologickú funkciu. 

• nezmyse lné (nonsense) m u t á c i e - triplet kódujúc i aminokyselinu mutuje na jeden 
z troch t e r m i n a č n ý c h kodónov , čo m á veľmi vážne nás l edky pr i syn téze proteinu (pre­
dčasné zastavenie t rans lác ie ) 
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•DNA P r o m o t é r V 
In t ron E x o n 

4 
P r o m o t e r 

P-a-iik-n 

A v v 

Transcription and mRNA processin 

iiiRNA 

protein Translation 

Methionine 
\ 

Post-Translational Modification 

V 
UGA 

Stop C o d o n s U A A 
UAG 

5' Un-Translated Region 

lAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
3' P o l y A t a i l 

\ * • • Active Protein 

O b r á z o k 2.4: C e n t r á l n a dogma moleku lá rne j biológie [36] 

Najdras t icke jš ie zmeny v preklade spôsobujú insercie a delécie, v dôs ledku k t o r ý c h sa po­
sunie celý čí tací r á m e c a teda nuk leo t idová sekvencia sa preloží do ú p l n e od l i šného sledu 
aminokyse l ín . 

2.4 Zarovnanie biologických sekvencií 

Zarovnanie (alignment) b iologických sekvencií p a t r í k jednej z najdôleži te jš ích ú loh bioin-
formatiky. D á v a odpoveď na o t á z k y o podobnosti génov, odl i šnos t i organizmov a ča s to 
p o m á h a určiť aj funkciu d a n é h o génu. V neposlednom rade zarovnanie poskytuje infor­
mác iu o konzervovaných čas t i ach sekvencií a o evolučnej p r í b u z n o s t i j edno t l i vých druhov, 
čo je v p r í p a d e tejto p r á c e kľúčové. Z á k l a d n ý typ zarovnania je pá rové zarovnanie dvoch 
sekvencií . Môže byť lokálne alebo g lobá lne . V p r í p a d e loká lneho zarovnania sa hľadá u rč i tý 
spo ločný sekvenčný m o t í v , n a p r í k l a d výsky t nejakej k rá tke j sekvencie v r á m c i celého ge-
n ó m u . Z á k l a d n ý m algori tmom na r iešenie p r o b l é m u loká lneho zarovnania je algoritmus od 
Watermana a Smi tha [30]. V y u ž í v a p r í s t u p y d y n a m i c k é h o programovania. 

V p r í p a d e g lobá lneho zarovnania sa p r e d p o k l a d á u r č i t á miera podobnosti sekvencií po 
celej ich dĺžke, ide zväčša o tzv. h o m o l o g n é sekvencie s rovnakou alebo veľmi podobnou 
dĺžkou a podobnou evo lučnou h i s tó r iou . Z á k l a d n ý m algori tmom g lobá lneho zarovnania je 
algoritmus Needleman-Wunsch [ ], k t o r ý podobne ako Waterman-Smith využ íva dyna­
mické programovanie. 

S p o m e n u t é m e t ó d y sú v ý p o č t o v o veľmi n á r o č n é , preto sa v praxi využ íva jú heur is t ické 
algoritmy, ako n a p r í k l a d B L A S T [1] a F A S T A [18]. 

Rozš í r en ím pá rového zarovnania je v i a c n á s o b n é zarovnanie, kde sa požadu je väčš inou 
zarovnanie na globálnej ú rovn i . N a vstupe sa teda p r e d p o k l a d á m n o ž i n a sekvencií , ktorej 
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j edno t l ivé p rvky sa u p r a v u j ú v k l a d a n í m medzier (tzv. indelov - insercií a/alebo deléci í) . 
Hľadá sa teda t a k á konfigurácia j e d n o t l i v ý c h reťazcov, kde sa pod sebou n a c h á d z a j ú vždy 
znaky ident ické, v p r í p a d e aminokyse l ín znaky m a x i m á l n e p o d o b n é podľa subs t i t učne j ma-
t ice(v iď sekciu 3.1). 

V p r í p a d e g lobá lneho zarovnania sú to n a p r í k l a d algori tmy C L U S T A L [ ] a M U S C L E 
[6]. Nakoľko tento typ zarovnania bude využ i t ý p r i fylogenetickej ana lýze , b u d ú algoritmy 
d i s k u t o v a n é podrobne j š i e . 

2.4.1 C L U S T A L 

Algor i tmus C L U S T A L [11] je ú p l n e a u t o m a t i z o v a n ý algoritmus v i a c n á s o b n é h o zarovnania. 
P o z o s t á v a z t roch zák l adných krokov: 

• Zostrojenie matice p á r o v ý c h vzd ia lenos t í j edno t l i vých sekvenci í . N a určen ie p á r o v ý c h 
vzd ia lenos t í je na v ý b e r b u ď rýchla , ale menej p r e s n á m e t ó d a , k t o r á vyč í t a hodnoty 
skóre z na jd lhš ích d i agoná l b o d o v é h o diagramu, alebo presnejš ia , no v ý p o č t o v o ná ro ­
čnejšia m e t ó d a , kde sa optimalizuje zarovnanie každej dvojice sekvencií . Tento krok je 
časovo najz loži te jšou časťou algoritmu, pre N sekvencií je n u t n é vykonať N (N — l ) / 2 
po rovnan í , s p o č t o m sekvencií rastie teda čas kvadraticky. 

• N a zák l ade matice p o d o b n o s t í sa vy tvor í zhlukovou ana lýzou tzv. guide tree alebo 
vodiaci strom. 

• Podľa vytvorenej matice p o d o b n o s t í sa potom prevedie pá rové g lobá lne zarovnanie 
dvoch na jpodobne j š í ch sekvencií a postupne sa k n i m z a r o v n á v a j ú ďalšie, vzdialenejšie 
sekvencie. 

Algor i tmus funguje dobre pre sekvencie, k t o r é m a j ú velký p o č e t konzervovaných oblas t í , 
a teda nie je n u t n é pr idávať velký p o č e t medzier. V o p a č n o m p r í p a d e hroz í vznik me-
dzerových artefaktov - C L U S T A L to t i ž p r i z a rovnávan í medzery p r idáva , nevie ich však 
ods t r aňovať . A k sa teda raz " n e s p r á v n e " r o z h o d n e , t ú t o sku točnosť kompenzuje vklada­
n í m ďalších medzier, čo m á za nás ledok vytvorenie medze rových zhlukov a signalizuje, že 
zarovnanie nie je o p t i m á l n e . 

I m p l e m e n t á c i o u algori tmu C L U S T A L je program C l u s t a l W 2 s t e x t o v ý m už íva teľským 
r o z h r a n í m a s podporou vo v iacerých webových s lužbách a jeho rozší renie C l u s t a l X s gra­
fickým už íva teľským r o z h r a n í m . 

2.4.2 M U S C L E 

Pre popis algori tmu je n u t n é najprv č i ta teľa oboznámiť s tzv. p o č í t a n í m k-tic. 

P o č í t a n i e k-tic pre 2 sekvencie 

N a vstupe p r e d p o k l a d á m e sekvencie X a Y. Pomocou p o s u v n é h o okienka sliding win-
dow sa vy tvo r í m n o ž i n a v še tkých k-tic Wk- N á s l e d n e sa vy tvor í m n o ž i n a v ý s k y t o v t ý c h t o 
podreťazcov pre obidve sekvencie zvlášť, teda m n o ž i n y cx a c y . M e d z i t ý m i t o v ý s k y t m i 
sa v y p o č í t a Euk l idovská vzdialenosť (viď rovnica 2.1), k t o r á určí mieru podobnosti t ý c h t o 
sekvencií . Je to t iž š t a t i s t i cky d o k á z a n é , že existuje korelácia medzi zhodou v p o č e t n o s t i 
v ý s k y t u podreťazcov a p o d o b n o s ť o u celých sekvencií [ ]. 

2dostupný na http://www.clustal.org/ 
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n 
d(X, Y) = (cx - cY).{cx - cy) = ^ ( c X i - cYi)2 

i=l 
(2.1) 

S k ó r e Sum of Pairs 

Ide o metr iku na posudzovanie kval i ty v i a c n á s o b n é h o zarovnania, k t o r á v y c h á d z a z myšl ien­
ky, že skóre v i a c n á s o b n é h o zarovnania je vysoké, pokiaľ je vysoké i skóre dvoj íc z a r o v n a n ý c h 
sekvencií . 

V ý p o č e t prebieha nasledovne: Pre k a ž d ý s t ĺpec v i a c n á s o b n é h o zarovnania je v y p o č í t a n é 
skóre vše tkých dvoj íc znakov: 

Scol(ai,a2, • • • ,an) = y~]S(ai,aj) (2.2) 

{ M(a,i, aj) if(aj and aj Ý ~) 
0 if(aj and aj = —) (2-3) 

—g otherwise 
M(ai,aj) je po ložka skórovacej matice pre nukleotidy, resp. aminokyseliny ai,aj a g je 
pena l i zác ia za vloženie medzery. 

Popis 

Algor i tmus M U S C L E p o z o s t á v a z 3 fáz: 

1. Draft progressive - cieľom je vytvor iť p r v o t n é v i a c n á s o b n é zarovnanie sekvencií , dô raz 
sa kladie na rýchlosť, nie na presnosť . F á z a p o z o s t á v a z t ý c h t o krokov: 

• V ý p o č e t vzd ia lenos t í k-tic (A;mer distance) pre k a ž d ý p á r v s t u p n ý c h sekvencií , 
vytvorenie matice vzd ia lenos t í Dl. 

• Zhlukovanie podľa matice Dl pomocou algori tmu U P G M A (popis v i ď p o d s e k c i a 
3.3.2), k t o r é h o výs l edkom je b i n á r n y s trom TREE1. 

• N a zák l ade TREE1 sa vy tvor í p r v o t n é zarovnanie. P re k a ž d ý v n ú t o r n ý uzol 
stromu sa vy tvor í profil podľa synovských uzlov. U z l y stromu sa p r e c h á d z a j ú 
algori tmom prefix order (teda synovia pred r o d i č m i ) . N a konci tohto kroku sa 
n a c h á d z a v ko reňovom uzle p r v o t n é v i a c n á s o b n é zarovnanie sekvencií označova­
né ako MSA1. 

2. Improved progressive - n a j p r a v d e p o d o b n e j š í m zdrojom chýb v prvej fáze je odhad 
vzdia lenos t í k-t ic, t á t o fáza preto spresňuje p ô v o d n ý odhad a p o z o s t á v a z nasledov­
ných krokov: 

• Z MSA1 vypoč í t a ť pomocou Kimurovej vzdialenosti (popis viď 3.1.2) a skon­
š t ruovať mat icu vzd ia lenos t í D2. 

• Z matice D2 sa vy tvor í pomocou U P G M A b i n á r n y s trom TREE2 

• Podobne ako v poslednom kroku prvej fázy sa podľa stromu TREE2 vy tvor í 
v i a c n á s o b n é zarovnanie MSA2. To sa však p o č í t a len pre tie podstromy, k u 
k t o r ý m došlo k zmene v p o r o v n a n í so s t romom TREE1 
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3. Refinement - I t e r a t i v n ě sp resňovan ie výs ledku . 

• Zo stromu TREE3 sa vyberie hrana (zoznam h r á n je zo radený podľa klesajúcej 
vzdialenosti od koreňového uzlu) . S t rom sa na zák l ade tejto hrany rozdelí na dva 
podstromy. Pre k a ž d ý z nich sa vy tvor í nový profil ú p r a v o u profilu z p ô v o d n é h o 
stromu. 

• V p r í p a d e , že sa zvýši skóre S P (Sum of Pairs) nového v i a c n á s o b n é h o zarovnania, 
tak sa toto uchová , inak sa zahod í . 

• P r e d c h á d z a j ú c e kroky sa o p a k u j ú tak dlho, k ý m konvergujú alebo keď sa dosiah­
ne l imi t d a n ý užívateľom. 

V ý s t u p v podobe v i a c n á s o b n é h o zarovnania je vždy v t r e ť o m kroku 1., 2. aj 3. fázy. To 
sú t ý m p á d o m miesta, kde m o ž n o alignment ukončiť . P r v é dve fázy sa niekedy n a z ý v a j ú 
M U S C L E - p . Pok iaľ znač í L d ĺžku sekvencií a iV ich p o č e t , po tom je časová zložitosť 
p rvých dvoch fáz spolu 0(N2 + N L + Ľ2). Tret ia fáza p r i d á v a k časovej z loži tost i eš te 
vý raz 0(N3L). 
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Kapitola 3 

Molekulárna fylogenetika 

Fylogenéza ako vznik a vývoj j edno t l i vých vývojových línií organizmov je predmetom š t ú d i a 
fylogenetiky. Fylogenetika sa snaží z rekonš t ruovať priebeh tzv. k ladogenézy. K l a d o g e n é z a 
je poradie a spôsob vetvenia v še tkých vývojových línií v priebehu evolúcie [8]. 

M o l e k u l á r n a fylogenetika z a p á j a do s k ú m a n i a organizmov ich m o l e k u l á r n e znaky, pre­
d o v š e t k ý m poradie nukleotidov a aminokyse l ín . 

Moleku lá rne znaky m a j ú prakt icky z á s a d n e kva l i t a t í vny charakter. Gene t i cká informá­
cia je z a p í s a n á v D N A v d ig i tá lne j forme, t a k ž e je m o ž n é j u p rekódovať do a l fabet ických 
znakov a odovzdať v tejto podobe bez akejkoľvek straty či skreslenia informácie . K a p i t o l a 
v niekoľkých sekciách o b o z n á m i č i ta teľa s na jdôlež i te j š ími m e t ó d a m i spracovania biosek-
vencií z pohľadu moleku lá rne j fylogenetiky a tvorby fylogenet ických stromov. 

3.1 Subst i tučně modely 

S u b s t i t u č n ě modely r ep rezen tu jú techniku zisťovania vzd ia lenos t í medzi z a r o v n a n ý m i sek-
venciami, t.j odhad ich evolučnej ( subs t i tučne j ) vzdialenosti d. P r i v ý p o č t e b e r ú modely 
do ú v a h y typy subs t i túc i í , ako sú zob razené na o b r á z k u 3.1. V tejto sekcii bude z n á z o r n e n ý 
všeobecný model spo j i tých m a r k o v s k ý c h reťazcov, ako aj jeho i m p l e m e n t á c i a v k o n k r é t n y c h 
s u b s t i t u č n ý c h modeloch. 

3.1.1 M a r k o v s k é r e ť a z c e 

N a modelovanie s u b s t i t u č n ý c h dejov sa použ íva jú tzv. markovské reťazce v spoj i tom čase 
[37]. K a ž d á pozíc ia v sekvencii je modelom r e p r e z e n t o v a n ý m m a r k o v s k ý m reťazcom. P l a t i a 
p r eň nas ledovné podmienky: 

• model je s tochas t i cký 

• j edno t l ivé pozície v r á m c i biosekvencie na sebe n a v z á j o m v čase nezávis ia , k a ž d á 
evolvuje samostatne 

• čas je spoji tou veličinou, T = < 0, oo) 

• stavy sú d i s k r é t n o u veličinou, spravidla ide o konečnú m n o ž i n u 

• m a r k o v s k á v las tnosť - p r a v d e p o d o b n o s ť hodnoty nas l edu júceho stavu závisí len na 
hodnote a k t u á l n e h o stavu a už nie na stavoch minu lých , s y s t é m teda nedisponuje 
ž i adnou p a m ä ť o u 
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viacnásobná substitúcia 
jednoduchá substitúcia 
paralelná substitúcia 

konvergentná substitúcia 
spätná substitúcia 

O b r á z o k 3.1: M o ž n é subs t i t úc i e na fragmente D N A [39] 

• stacionarita, resp. homogénnosť - spôsob závislost i bezprostredne b u d ú c e h o stavu na 
p r í t o m n o m stave sa n e m e n í v čase [19] 

V š e o b e c n ý model Nech je stav reťazca v čase t X (t). Popisuje ho tzv. mat ica in tenz í t 
prechodu h o m o g é n n e h o markovského reťazca [19] Q = qij, kde qij je intenzita prechodu zo 
stavu i do stavu j, k t o r ú fo rmálne popisuje rovnica3.1 

Pr{X(t + A í ) = j\X(t) = i} = qtjAt, pre každé j / i (3.1) 

Interval (í , í + A í ) je inf ini tezimálny. P re d i agoná lne p rvky q^i mus í p la t iť qij = — ̂ 2j^i Qij, 
aby bo l súče t prvkov v k a ž d o m s t ĺpc i rovný nule. P r v o k — qii teda u d á v a intenzi tu prechodu 
zo stavu i do ľubovoľného iného stavu sys t ému . 

Z matice Q sa odvodzuje ďalej tzv. mat ica prechodov P (t) pre ľubovoľné t > 0: P (ť) = 
Pij(ť), kde prvok Pij(t) = PrX(ť) = j\X(0) = i. Je r i ešen ím diferenciálnej rovnice 

d P ( í ) / d í = P(t)Q, (3.2) 

k t o r á m á riešenie: 

P (t) = eQt (3.3) 

(Pozn.: Odkazy na p o d r o b n é odvodenie u v e d e n é h o vzťahu 3.3 diskutuje Y a n g [39]) 
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M a r k o v s k ý reťazec je ďalej definovaný vektorom p o č i a t o č n ý c h p r a v d e p o d o b n o s t í ir^. 
Z a čas t sa p r a v d ě p o d o b n o s t n ě rozloženie z m e n í z TT^ na TT^\ č o vyjadruje vzťah: 

n(t) = nWptf) (3.4) 

P r ík l ad : Sú d a n é iniciá lne pravdepodobnosti v ý s k y t u j edno t l i vých nukleotidov v dlhej sek-

vencii , teda vektor TT^ = (7rf)'>, TT^ , 7r£°'), TT^). P o u p l y n u t í času t z o d p o v e d a j ú propor­

cie nukleotidov vektoru TT^. P re iríp, teda pre frekvenciu nukleot idu T , p la t í : TTJ) = 

irPprT(ť) + irPpcT(ť) + i$pAT{ť) + irPpGT(ť), čo z o d p o v e d á rovnici 3.4. 
Pre t — > oo sa s y s t é m us tá l i tak, že p r a v d e p o d o b n o s ť j edno t l i vých stavov z o d p o v e d á 

vektoru s t a c ioná rnych p r a v d e p o d o b n o s t í TT. P l a t í : 

irP(ť) = TT (3.5) 

S y s t é m dosiahne ekv i l ib r ium a ďalej svoje p r a v d e p o d o b n o s t n é rozloženie stavov n e m e n í . 

3.1.2 M o d e l y n u k l e o t i d o v ý c h s u b s t i t ú c i í 

P r i popise nuk leo t idových subs t i túc i í pomocou m a r k o v s k ý c h reťazcov p la t í všeobecný popis 
uvedený na z a č i a t k u kapitoly. M n o ž i n e stavov z o d p o v e d a j ú j edno t l ivé nukleotidy, teda 
S = {T,C,A,G} 

p - v z d i a l e n o s ť 

Ide o z á k l a d n ú metr iku na u rčovan ie odhadu vzdialenosti dvoch nuk leo t idových sekvencií . 
Je d a n á vzťahom: 

p = nd/n (3.6) 

kde iid znač í p o č e t rozdielnych nukleotidov a n celkový p o č e t p o r o v n á v a n ý c h dvoj íc nuk­
leotidov. T á t o m e t ó d a je r e l a t í vne p r e s n á v p r í p a d e , že sa p o r o v n á v a j ú veľmi p o d o b n é 
sekvencie. So zvyšu júc im sa p, teda so v z r a s t a j ú c o u vzdia lenosťou sekvencií , k lesá presnosť 
odhadu p, p r e tože sa v modeli vôbec nezohľadňujú pa ra l e lné a s p ä t n é subs t i túc ie . 

Jukes and Cantor 

M e t ó d a autorov Jukes a Cantor [ ] p r e d p o k l a d á r o v n a k ú p r a v d e p o d o b n o s ť subs t i t úc i e 
medzi j e d n o t l i v ý m i nukleot idmi. Jej mat ica in tenz í t prechodu j edno t l i vých nukleotidov m á 
teda nas l edovnú formu: 

Q = {Qij} 

- 3 A A A A 
A - 3 A A A 
A A - 3 A A 
A A A - 3 A 

(3.7) 

S t ĺpce , resp. r iadky matice z o d p o v e d a j ú nukleot idom T , C , A a G , presne v tomto p o r a d í . 
M a t i c a prechodov je po v ý p o č t e diferenciálnej rovnice (viď ú v o d tejto kapitoly): 

P(t) 

Po(t) p i ( í ) p i ( í ) p i ( í ) 
PÁt) po(í) p i ( í ) Pi{t) 
Pi(t) Pi(t) p0(t) p i ( í ) 
Pl(t) Pl(t) Pl(t) po(í) 

, s hodnotami Po(t) 
Pi(t) 

1 i 3 „ - 4 A i 
A I Ji e 4 l  

1 „ -4AÍ 
4 e ' 

(3.8) 

Vlas tnos t i matice prechodov: 
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• súčet prvkov v s t ĺpc i je vždy 1, nakolko sa m a r k o v s k ý reťazec mus í n a c h á d z a ť v nie­
ktorom zo š ty roch m o ž n ý c h stavov 

• -P(O) = I, I je j e d n o t k o v á matica, k t o r á značí , že n e d o c h á d z a k ž iadnej evolúcii , 
p r a v d e p o d o b n o s ť nukleotidovej subs t i t úc i e je teda nulová 

Vektor s t a c i o n á r n y c h p r a v d e p o d o b n o s t í je ir = (TTT^C^A^G) = ( 1 / 4 , 1 / 4 , 1 / 4 , 1 / 4 ) , čo 
logicky vyp lýva z rovnakej pravdepodobnosti zmeny z nukleotidu na iný nukleotid. 

M o d e l sa m u s í v y s p o r i a d a ť s p r í t o m n o s ť o u v i acnásobných subs t i túc i í , a to t ý m , že sa 
zohľadnia v še tky m o ž n é evolučné cesty, ako sa dos t ať z nukleotidu i do nukleotidu j . Tento 
jav popisuje Chapmanov-Kolmogorovov t e o r é m [39]: 

Pi j ( í l + t2) = ^2pik(h)pkj(t2), (3.9) 
k 

k t o r ý hovorí , že p r a v d e p o d o b n o s ť , že sa nukleotid i zmen í v čase t\ + 1 2 na nukleotid j , je 
d a n ý s ú č t o m p r a v d e p o d o b n o s t í v še tkých medzistavov k. 

Nakolko je model Jukes a Cantor na j j ednoduchš í , je v h o d n é na ň o m ukázať odvodenie 
evolučnej vzdialenosti dvoch nuk leo t idových sekvencií : Z rovnice 3.7 vyp lýva , že intenzita 
prechodu z j e d n é h o ľubovoľného nukleot idu na iný je vždy 3A. Z a predpokladu, že sa 
sekvencie vyvíjali oddelene p o č a s obdobia t časových jednotiek, divergovali zo spo ločného 
predka pred t/2 časovými j e d n o t k a m i . E v o l u č n á vzdialenosť t ý c h t o sekvencií je d = 3Xt. 
Podľa rovnice 3.8 je p r a v d e p o d o b n o s ť toho, že sekvencie m a j ú na pr ís lušnej pozícii od l i šnú 
hodnotu nukleotidu, d a n á vzťahom: 

P = 2,Pl{t) = \ - \ e - ^ = \ e - ^ (3.10) 

P o n a h r a d e n í p za p-vzdia lenosť (p) a l oga r i tmovan í p r edchádza júce j rovnice vzn iká vzťah 
pre v ý p o č e t odhadu evolučnej vzdialenosti dvoch nuk leo t idových sekvencií pomocou modelu 
Jukes a Cantor: 

d = -\ln{l-^p) (3.11) 

K i m u r o v d v o j p a r a m e t r o v ý model 

K i m u r o v d v o j p a r a m e t r o v ý model [ ] berie do ú v a h y rozdielny výsky t t ranz íc i í a t r ansverz i í 
v p o r o v n á v a n ý c h sekvenciách . P o d po jmom t r anz í c i a rozumieme s u b s t i t ú c i u p y r i m i d í n u za 
py r imid ín alebo p u r í n u za p u r í n , za t iaľ čo transverzia je s u b s t i t ú c i a z jednej do druhej 
skupiny. M o d e l u z o d p o v e d á n a s l e d o v n á mat ica in tenz í t prechodov: 

Q = {%} 

- ( a + 2/3) 
a 
(3 
(3 

a 
(a + 2/3) 

P 
(3 

(3 
X 

-(a + 2(3) 
Q: 

(3 
X 
a 

(a + 2/3) _ 

(3.12) 

Rýchlosť subs t i túc i í je d a n á s ú č t o m t ransverz i í a t ranzíc i í , a teda a + 2/3. K i m u r a odvodi l 
podiel t ranz íc i í (P) a t r ansverz i í (Q) v čase t po d ivergovaní dvoch sekvencií s n a s l e d o v n ý m 
výs ledkom: 

P 

Q 

(1/4)(1 

(1/2)(1 

2 e - 4 ( « + / 3 ) ť + e -8/3ť ) 

0-8/3ť\ 

(3.13) 

(3.14) 
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Celkový p o č e t subs t i túc i í medzi dvoma sekvenciami je teda d a n ý ako: 

d = 2rt = 2at + 4/3í = - ( 1 / 2 ) l n ( l - 2 P - Q ) - (1/4) l n ( l - 2Q) (3.15) 

Odhad d sa získa tak, že za P a Q sa dosadia empir ické hodnoty z ískané z p o r o v n á v a n ý c h 
sekvencií . 

Tamurov t r o j p a r a m e t r o v ý model 

S p o m e n u t ý K i m u r o v model p o č í t a s pr ib l ižne r o v n a k ý m v ý s k y t o m vše tkých š ty roch nukle-
otidov. V reá lnych d á t a c h tomu tak nemus í v ž d y byť, obzvlášť výsky t nukleotidov G + C sa 
môže o d k l á ň a ť od očakávaných 0,5. Tamurov model [ ] rozširuje K i m u r o v model o t ú t o 
informáciu (odhad). 

Q 

-(l-9)(a + 2(3) 
(3(1 - e) 
f3(i - e) 
a(l-0) 

(3(1 - e) 
-(l-9)(a + 2(3) 

a(l-9) 
0(1 ~ 0) 

09 
a9 

-(l-9)(a + 2(3) 
(39 

a9 
09 
(39 

-9(a + 2(3) 

(3.16) 

Odhad p o č t u subs t i túc i í pomocou Tamurovho modelu je potom: 

d = - M n ( l - P/h - Q ) - (1/2) (1 - h) l n ( l - 2Q) 

h = 29(1 - 9) 

(3.17) 

(3.18) 

P r e m e n n á h (rovnica 3.18) je odchý lka od predpokladanej hodnoty 0,5 (tzv. G+C-content 
bias) a 9 je podiel nukleotidov G a C (tzv.G+C contenť) v p o r o v n á v a n ý c h sekvenciách. 
Hodnota 9 vo vzorci 3.17 je spo ločná pre obidve sekvencie. V s k u t o č n o s t i sa však tie­
to hodnoty m ô ž u líšiť. V tomto p r í p a d e m o ž n o vzťah rozšíriť o hodnoty 9\ a 92, k to r é 
p r i s lúcha jú p o r o v n á v a n ý m sekvenc iám. U p r a v u j ú rovnicu 3.18 nasledovne: 

h = 91 + 92 - 29x92 (3.19) 

Popis ďalších modelov m o ž n o nájsť v [16] a [39]. 

3.1.3 M o d e l y a m i n o k y s e l i n o v ý c h s u b s t i t ú c i í 

Podsekcia diskutuje metriky, k t o r é sa využ íva jú pr i odhade evolučnej vzdialenosti amino­
kysel inových sekvencií . 

p - v z d i a l e n o s ť 

Podobne ako pr i nuk leo t idových sekvenciách, ide aj v p r í p a d e aminokyse l ín o z á k l a d n ú 
metr iku na u rčovan ie podobnosti . Vzorec je iden t ický s rovnicou 3.6. 

P C - v z d i a l e n o s ť 

Vzťah pat nie je l ineárny. Rozd ie l medzi a s k u t o č n ý m p o č t o m subs t i túc i í z ačne n a r a s t a ť , 
pokiaľ d o c h á d z a k v i a c n á s o b n ý m aminokyse l i novým s u b s t i t ú c i á m . Z toho d ô v o d u sa pr i 
odhade p o č t u subs t i túc i í z avádza koncept Poissonovho p r a v d e p o d o b n o s t n é h o rozloženia . 
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Odvodenie poissonovskej vzdialenosti: P re j e d n o d u c h o s ť sa p r e d p o k l a d á r o v n a k á 
s u b s t i t u č n á rýchlosť na v še tkých pozíc iách aminokyseliny a označí sa r (poče t s u b s t i t ú ­
cií za rok). P r i e m e r n ý poče t subs t i t úc i í na jednu aminokyse l inovú pozíc iu za t rokov je 
potom rt. P r a v d e p o d o b n o s ť v ý s k y t u k aminokyse l inových subs t i túc i í (k = 0 ,1 , 2 , 3 , . . . ) na 
každej pozícií je d a n á P o i s s o n o v ý m rozložením: 

P(k;t) = e-rt(rt)k/k\ (3.20) 

P r a v d e p o b n o s ť toho, že na urč i te j pozícii nedoš lo k ž iadnej subs t i túc i i , je P(0;t) = e~rt. 
P r a v d e p o d o b n o s ť , že v sekvencii dlhej n aminokyse l ín n e d ô j d e ani k jednej zmene, je teda 
ne~rt. V praxi však neexistuje ž i a d n a in formácia o tom, ako vyzerala sekvencia predka, 
z ktorej v y c h á d z a rovnica 3.20. P o č e t subs t i túc i í sa teda odhaduje p o r o v n a n í m sekvencii, 
o k t o r ý c h sa p r e d p o k l a d á , že divergovali pred t rokmi zo spo ločného predka. A k o už bolo 
s p o m e n u t é , e~rt je p r a v d e p o d o b n o s ť , že na pozícii v polypeptide n e d ô j d e k subs t i túc i i . 
P r a v d e p o d o b n o s ť q, že k tomu n e d ô j d e ani v druhej sekvencii na rovnakej pozícii , je: 

q = (e-rt)2 = e~2rt, (3.21) 

Hodnota q sa vy jadr í pomocou o p a č n é h o javu p z í skaného z p o r o v n á v a n ý c h sekvencii, teda 
q = 1 — p. S tá le p la t í vzťah pre p o č e t subs t i túc i í d = 2rt, po dosaden í do rovnice 3.21 a 
loga r i tmovan í vzn iká vzťah pre v ý p o č e t P C (Poisson correction)-vzdialenosti: 

d=-ln{l-p) (3.22) 

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

G a m m a r o z l o ž e n i e s u b s t i t o č n ý c h r ý c h l o s t í 

Doposiaľ sa v p rác i predpokladalo, že na vše tkých pozíc iách polypeptidov je s u b s t i t u č n á 
rýchlosť rovnaká . Sku točnosť je však t a k á , že menej dôleži té oblasti p o d l i e h a j ú m u t á c i á m 
častejšie ako funkčne dôležitejšie čas t i g e n ó m u [16]. Vzťah pre v ý p o č e t tzv. gamma vzdia­
lenosti znázorňu je rovnica 3.23 

dG = o[( l - p)~1/a - 1] (3.23) 

G a m m a parameter a je kľúčový, ovp lyvňuje p r a v d e p o d o b n o s t n é rozloženie subs t i t učne j 
rýchlos t i , viď tabulka 3.1 

Parameter a S u b s t i t u č n á r ý c h l o s ť r 
a = oo 
a = 1 
a < 1 

r o v n a k á pre v š e t k y pozície 
exponenc i á lne rozloženie (veľké zmeny r medzi j e d n o t l i v ý m i poz íc iami) 
rozloženie je eš te ostrejš ie ako exponenc iá lne , vyskytuje sa však ča s to r « 0 

Tabuľka 3.1: Závislosť p r a v d e p o d o b n o s t n é h o rozloženia subs t i t učne j rýchlos t i na gama pa­
rametri a 

E m p i r i c k é modely 

Empi r i cké modely m a j ú pr iamu náväznosť na t eó r iu m a r k o v s k ý c h reťazcov d i sku tovaných 
v ú v o d e tejto kapitoly. M n o ž i n u možných stavov v tomto p r í p a d e tvor í dvadsať aminoky­
selín, 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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Štúd ie dokazu jú , že k subs t i túc i i d o c h á d z a častejš ie medzi aminokyselinami s p o d o b n ý m i 
b iochemickými v l a s tnosťami (viď ob rázok 2.1). Z tohto faktu ďalej vyp lýva , že s u b s t i t u č n ě 
rýchlos t i na j edno t l i vých pozíc iách polypept idu sa v ý r a z n e líšia v závislost i od p r í t o m n o s t i 
tej ktorej aminokyseliny. 

V č l ánku Dayhoffovej [ ] sa p r v ý k r á t s p o m í n a vytvorenie tzv. aminokyselinovej substi-
t učne j matice na zák l ade empi r i ckých d á t pozos táva júc ich z p ro t e ínov r o z m a n i t ý c h typov 
(hemoglobín , c y t o c h r ó m c, fibrinopeptidy). Postupovalo sa tak, že sa najprv vy tvor i l evo­
lučný s trom na jpodobne j š í ch aminokyse l inových sekvencií a z neho sa odvodi l i r e l a t ívne 
frekvencie subs t i túc i í j edno t l i vých aminokyse l ín . Zo z ískaných ú d a j o v sa po tom vytvor i la 
empi r ická aminokyse l inová s u b s t i t u č n á mat ica P A M (accepted point mutations) pre všet­
kých dvadsať aminokyse l ín . P o č e t subs t i túc i í v s k ú m a n ý c h d á t a c h bo l v priemere jedna na 
sto aminokyse l inových pozícií , mat ica sa teda označuje aj 1 P A M . V teór i i m a r k o v s k ý c h 
reťazcov to z n a m e n á mat icu prechodov P(0.01) (viď rovnica 3.3). Pomocou P(0.01) môže 
byť ďalej s k o n š t r u o v a n á mat ica in tenz í t prechodov Q (podrobne j š i e viď zdroj [39]). 

O b r á z o k 3.2 ilustruje p r a v d e p o d o b n o s t í z á m e n j edno t l i vých aminokyse l ín empi r i ckého 
modelu, podľa k t o r é h o bola zos t avená mat ica P A M . 

A 

A R N D C Q E G H I L K M F P S T W Y V 

O b r á z o k 3.2: Z á m e n y aminokyse l ín podľa Dayhoffovej, č ím väčšia bubl ina, t ý m väčšia 
p r a v d e p o d o b n o s ť zámeny, p r e b r a t é z [39] 

3.1.4 M o d e l y k o d ó n o v ý c h s u b s t i t ú c i í 

V y c h á d z a j ú c z teór ie m a r k o v s k ý c h reťazcov je m n o ž i n a stavov v tomto p r í p a d e def inovaná 
ako S = {61 kodónov un ive rzá lneho gene t ického k ó d u } . Stop k o d ó n y v n ú t r i funkčných 
p ro te ínov nie sú m o ž n é a preto nie sú b r a n é do úvahy . P rvok matice in tenz í t prechodov qij 
z o d p o v e d á intenzite prechodu z k o d ó n u i do k o d ó n u j . P r v k y matice Q sa v y t v á r a j ú podľa 
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nas ledovných pravidiel: 

0, keď sa i a j odl išujú v dvoch, resp. t roch kodónových pozíc iách 
n j, keď sa i a j odl išujú synonymnou transverziou 
KTTJ keď sa i a j odl išujú synonymnou t r anz íc iou (3.24) 
UJTTJ keď sa i a j odl išujú nesynonymnou transverziou 
ídKTTj keď sa i a j odl išujú nesynonymnou t r anz íc iou 

Vo vzťahu 3.24 je K pomer t ranz íc i í a t ransverz i í , u> je pomer n e s y n o n y m n ý c h a syno-
n y m n ý c h prechodov, TTJ je s t a c i o n á r n a p r a v d e p o d o b n o s ť v ý s k y t u k o d ó n u j . N a v ý p o č e t 
matice p r echodových p r a v d e p o d o b n o s t í P (t) = Pij(ť) sa použ íva jú numer ické algori tmy 
d i s k u t o v a n é v l i t e r a t ú r e [391. 

O d h a d p o č t u s y n o n y m n ý c h a n e s y n o n y m n ý c h s u b s t i t ú c i í Obvykle sa o d h a d u j ú 
dve veličiny, a to ds ako p o č e t s y n o n y m n ý c h subs t i t úc i í na s y n o n y m n ú pozíc iu a d/v ako 
poče t n e s y n o n y m n ý c h subs t i túc i í na n e s y n o n y m n ú pozíc iu . B u d ú p r e d s t a v e n é heur is t ické 
poč í t ac ie m e t ó d y , p r i čom popis maximum likelihood m e t ó d y m o ž n o nájsť v l i t e r a t ú r e [39]. 

P o č í t a c i e m e t ó d y - Neiova a Gojoboriho [39] A k o obvykle bude algoritmus apliko­
vaný na dve h o m o l ó g n e sekvencie. M e t ó d a p o z o s t á v a z troch fáz: 

1. Z r á t a n i e s y n o n y m n ý c h a n e s y n o n y m n ý c h pozícií : K a ž d ý k o d ó n m á t r i nukleo t idové 
pozície, k t o r é m o ž n o rozdeliť do ka tegor i í s y n o n y m n ý c h a n e s y n o n y m n ý c h . N a p r í k l a d 
pre kodón T T T (Phe) p la t í , že m á deväť b e z p r o s t r e d n ý c h susedov ( z á m ě n o u j e d i n é h o 
nukleotidu), a to T T C (Phe), T T A (Leu), T T G (Leu), T C T (Ser), T A T (Tyr) , T G T 
(Cys), C T T (Leu), A T T (íle) a G T T (Val) . Zo vše tkých kodónov kóduje r o v n a k ú 
aminokyselinu ako or ig iná lny k o d ó n ( T T T ) len jeden kodón , a to T T C . P o č e t syno­
n y m n ý c h pozícií pre p ô v o d n ý k o d ó n je teda 3 x 1 / 9 = 1/3, p o č e t n e s y n o n y m n ý c h 
pozícií je 3 x 8 / 9 = 8/3. T á t o p r o c e d ú r a sa v y k o n á pre celú sekvenciu 1 a sekvenciu 2 
a sč í t a sa celkový p o č e t s y n o n y m n ý c h a n e s y n o n y m n ý c h miest. N á s l e d n e sa v y p o č í t a 
p r i emerný p o č e t s y n o n y m n ý c h miest S a N, p r i č o m S + iV = 3 x Lc, kde Lc je p o č e t 
kodónov sekvencie. 

2. Z r á t a n i e s y n o n y m n ý c h a n e s y n o n y m n ý c h rozdielov sekvencií : Sekvenčne sa po rovná ­
va jú j edno t l ivé k o d ó n y sekvencie 1 a sekvencie 2 a p o č í t a sa p o č e t s y n o n y m n ý c h a 
n e s y n o n y m n ý c h rozdielov. V p r í p a d e iden t ických kodónov je p r o b l é m tr iviálny, p o č e t 
s y n o n y m n ý c h aj n e s y n o n y m n ý c h subs t i túc i í je nulový. Podobne, keď sa líšia kodóny 
v jednej pozícií , ide o jednu s y n o n y m n ú alebo n e s y n o n y m n ú subs t i t úc iu . K e ď sa však 
kodóny líšia v dvoch alebo dokonca vše tkých troch pozíciách, je n u t n é p r e s k ú m a ť 
vše tky evolučné cesty. N a p r í k l a d pre prechod z k o d ó n u C C T do C A G sú m o ž n é dve 
rôzne cesty, a to: 

• cesta C C T ( P r o ) ^ C A T ( H i s ) <-> C A G ( G l n ) , k t o r á obsahuje dve n e s y n o n y m n é 
zmeny 

• cesta C C T ( P r o ) ^ C C G ( P r o ) <-> C A G (Gin) , k t o r á obsahuje pojednej synonym-
nej a nesynonymnej zmene 

N a z n a č e n ý m s p ô s o b o m sa p o r o v n á v a j ú sekvencie po celej dĺžke a v y h o d n o t í sa p o č e t 
s y n o n y m n ý c h zmien S d a p o č e t n e s y n o n y m n ý c h zmien Nd-
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3. V ý p o č e t podielu zmien a z a r á t a n i e v i acnásobných subs t i túc i í do výs ledku: Podie l 
s y n o n y m n ý c h subs t i túc i í na s y n o n y m n ú pozíc iu sa v y p o č í t a ako ps = Sd/S, za t iaľ čo 
podiel n e s y n o n y m n ý c h subs t i t úc i í na n e s y n o n y m n ú pozíc iu je PM = N^/N. F i n á l n e 
je n u t n é zohľadniť v i a c n á s o b n é m u t á c i e a uprav iť vzorce pomocou modelu Jukesa a 
Cantora (viď sekcia 3.1.2): 

ds = - \ H \ - ±ps), (3.25) 

dN = - | l n ( l - - P N ) . (3.26) 

3.1.5 Posudzovan ie medz ier v i a c n á s o b n é h o z a r o v n a n i a p r i o d h a d e sub-
s t i t u č n e j vzd ia lenost i 

A k o bolo n a z n a č e n é v sekcii 2.4, v mat ic i v i a c n á s o b n é h o zarovnania sa v y s k y t u j ú medzery 
(gaps). Z hľadiska v ý p o č t u evolučnej vzdialenosti je jedno, či na tej ktorej pozícií chý­
ba in formácia o nukleotide alebo je v nej medzera. V zásade exis tu jú dva p r í s tupy , ako 
p o s t u p o v a ť v tejto s i tuáci i : 

• Complete-deletion - v p r í p a d e , že obsahuje n i ek to rý s t ĺpec matice v i a c n á s o b n é h o 
zarovnania medzeru alebo v ň o m c h ý b a in formácia v ľubovoľnom r iadku, v y n e c h á sa 
celý t a k ý t o s t ĺpec z analýzy. 

• Pairwise-deletion - v tomto p r í p a d e sa n e v y ř a d í celý s t ĺpec , len pozície v p á r o c h 
sekvencií , k t o r ý c h sa n e p r í t o m n o s ť informácie alebo medzera bezprostredne do týka . 

3.2 Fylogenetické stromy 

Fylogene t ické stromy patr ia v súčasnos t i k š t a n d a r d n ý m m e t ó d a m vizual izácie evolučných 
vzťahov organizmov. V y j a d r u j ú hierarchiu vývo ja urč i te j skupiny na zák l ade podobnosti 
D N A , resp. aminokyse l inových sekvencií . 

E 

I E 

I D 

I C 

I A 

B 

(a) Kladogram (b) Fylogram (c) Nekoreňový strom 

O b r á z o k 3.3: D r u h y fylogenet ických stromov 

Matemat icky je fylogenetický s trom graf def inovaný ako m n o ž i n a uzlov a m n o ž i n a h r á n , 
k to ré ich spá ja jú . S t rom je súvis lý graf bez slučiek. 

Z hľadiska fylogenetiky m a j ú u rč i t é čas t i s tromu v ý z n a m n é vlastnosti: 

21 



• L i s t o v é uz ly- r ep rezen tu jú ex is tu júce organizmy 

• V n ú t o r n é uz ly- r ep rezen tu jú spo ločného predchodcu, väčš inou ide o v i r t u á l n e h o 
predka, o k torom neex is tu jú ž i adne genet ické informácie 

• K o r e ň - pokiaľ je p r í t omný , ide o koreňový strom (obrázok 3.3a,b), v o p a č n o m prí­
pade je to nekoreňový strom (obrázok 3.3c); koreň reprezentuje evolučné n a j s t a r š i e h o 
predka, ča s to tzv. outgroup 

• D ĺ ž k y h r á n - vy jadru jú evolučnú vzdia lenosť medzi organizmami, p r í p a d n e cas, za 
k t o r ý sa organizmus divergoval od svojho predka 

Strom, k t o r é h o topo lóg ia ignoruje evolučné d ĺžky j edno t l i vých vetví , sa n a z ý v a kladogram 
(viď o b r á z o k 3.3a). Strom, k t o r é h o vetvy p r o p o r c i o n á l n e z o d p o v e d a j ú evo lučným vzdiale­
nostiam, sa n a z ý v a fylogram (viď o b r á z o k 3.3a). 

3.3 Algori tmy na generovanie fylogenetických stromov 

V snahe vytvor iť čo na j re levan tne j š í fylogenet ický s trom sa p o n ú k a j ú v z á s a d e dve m o ž n o s t i 
- vy tvor iť s t rom postupne na zák lade ne jakého v ý p o č t o v é h o algoritmu, alebo vygenerovať 
celú m n o ž i n u stromov a o jeho relevantnosti rozhodovať na zák lade u rč i tých vopred stano­
vených kr i tér i í optimality. 

Do prvej ka tegór ie patr ia tzv. vzdialenostne m e t ó d y . Ich vs tupom je spravidla mat ica 
vzdia lenos t í , k t o r á vyjadruje pá rové vzdialenosti v še tkých ana lyzovaných sekvenci í . P r v k y 
matica vzd ia lenos t í sú výs l edkom apl ikácie s u b s t i t u č n ý c h modelov pop i sovaných v sekcii 
3.1. Nespornou v ý h o d o u skupiny t ý c h t o algoritmov je ich rýchlosť. V ý s t u p poskytuje jeden 
k o n k r é t n y strom, topo lóg ia tohto stromu sa však m ô ž e občas líšiť v závislost i na p o r a d í , 
v akom jedno t l ivé t a x o n o m i c k é jednotky vstupovali do analýzy. K o n k r é t n y m algori tmom 
b u d ú venované nas ledu júce podsekcie. 

D r u h á ka tegór i a z a h ŕ ň a m e t ó d u m a x i m á l n e j pa r s imón ie , m e t ó d u m a x i m á l n e j vieryhod-
nosti a m e t ó d u min imá lne j evolúcie, k t o r é diskutuje ďalej l i t e r a t ú r a [39]. 

3.3.1 M e t ó d a N e i g h b o r - j o i n i n g 

Algor i tmus bo l n a v r h n u t ý Sai touom a Ne iom [28] v roku 1987. Cieľom m e t ó d y je nájsť 
uzly a a b, k t o r é sú najbl ižš ie k sebe a zároveň najvzdia lenejš ie k o s t a t n ý m . Vzdia lenosť 
uzlov od seba D (a, b) sa získa z matice vzdia lenos t í , ktorej p rvky sú v y p o č í t a n é pomocou 
zvoleného s u b s t i t u č n é h o modelu. Vzdia lenosť uz lu a od o s t a t n ý c h je d a n á vzťahom: 

u ( a ) = i v ^ 2 ? D M (3-27) 
jeMnozinaUzlov 

M e t ó d a hľadá t a k ú dvojicu, pre k t o r ú p l a t í vzťah: 

min[D(a , b) - u(a) - u(b)} (3.28) 

Beh algori tmu je d a n ý nasledovne: 

1. V y p o č í t a j mat icu vzd ia lenos t í D(i,j) a vytvor nekoreňový s t rom so s p o l o č n ý m stre­
dom a uzlami zodpoveda júc imi v s t u p n ý m sekvenc iám. 

22 



2. Ná jd i t a k é dva uzly A a B pre k t o r é p la t í vzťah 3.28 a spoj ich do spo ločného uz lu U 

3. N o v o v z n i k n u t ý m h r a n á m p r i r a ď d ĺžky podľa vzťahu: 

L(a,u) = (3.29) 

L(b,u) = (3.30) 

4. V y p o č í t a j vzdialenosť uz lu U od o s t a t n ý c h uzlov podľa vzťahu: 

D(u,i) = (3.31) 

5. Vráť sa k bodu 2, až k ý m zostane len j ed iný uzol [21]. 

3 . 3 . 2 M e t ó d a U P G M A 

Algor i tmus U P G M A 1 je j e d n o d u c h ý a g l o m e r a t í v n y h ie ra rch ický algoritmus na r ekonš t ruk ­
ciu fylogenet ického stromu. P o č í t a s r o v n a k ý m i rých losťami evolúcie vo vše tkých ve tvách 
v z n i k n u t é h o stromu ( k o n š t a n t n é m o l e k u l á r n e hodiny) . Jeho priebeh sa d á zhrnúť v nasle­
dovných bodoch: N a vstupe sa p r e d p o k l a d á mat ica vzd ia lenos t í D. 

1. V y b e r z matice D sekvencie SA a s B s na jn ižšou vzdia lenosťou. 

2. Dvo j i cu spoj do jednej sekvencie SAB a p r e p o č í t a j vzd i a l enos tnú mat icu podľa vzťahu 

DAB,C = (DA,C + DB,C)/2-

3. Spo jené uzly zakresli do stromu. 

4. Vráť sa k u k roku 1 až k ý m nie sú spo jené v š e t k y dvojice. 

Hlavnou n e v ý h o d o u algori tmu U P G M A je fakt, že generuje u l t r a m e t r i c k é stromy (vzdia­
lenosti synovských uzlov od rod ičovského uz lu sú v ž d y po dvojiciach rovnaké ) . Berie to t iž 
do ú v a h y k o n š t a n t n é m o l e k u l á r n e hod iny 2 pre v š e t k y vetvy stromu. T á t o h y p o t é z a bola 
však v minulost i v y v r á t e n á [20]. 

3.4 Štat ist ická relevantnosť získaných riešení 

S a m o t n é vytvorenie fylogenet ického stromu neposkytuje ž iadny ú d a j o tom, do akej miery 
r iešenie sp ĺňa k r i t é r i á na presnosť a re levantnosť topologie. Z toho d ô v o d u sa použ íva jú 
na a n a l ý z u d á t , z k t o r ý c h bo l s t rom vygenerovaný, tzv. r e sampl ingové m e t ó d y . M e d z i 
na jpouž ívane j š ie m e t ó d y p a t r í dozaista boostraping, k t o r ý bude preds tavený . P r e d c h á d z a 
m u vysvetlenie tvorby konsensuá lneho stromu v nas ledujúcej podsekcii . Sekcia če rpá zo 
znalos t í z í skaných z [39] a [8]. 

x z anglického Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean 
2 t á to hypotéza predpokladá, že miera mutácií v DNA alebo proteine je za určitý čas približne konštantná 
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3.4.1 K o n s e n s u á l n y s t r o m 

K o n s e n s u á l n y s trom je s trom v y t v o r e n ý z m n o ž i n y v iacerých stromov. Sumarizuje spo ločné 
znaky ( spo ločnú topo lóg iu) tejto množiny . Rozl išujú sa dva p r í s t upy : 

• striktne konsensuá lny s trom (strict consensus tree) - tento strom zobrazuje vetvy 
a uzly, k t o r é sa n a c h á d z a j ú u každého v s t u p n é h o stromu, vo forme tzv. po ly tómi í 
zobrazuje tie uzly, k t o r é nie sú p r í t o m n é u v še tkých stromov. Pre stromy z o b r á z k a 
3.4(a) je zob razený ich strict consensus tree zob razený na o b r á z k u 3.4(b). Vetva ( A , B ) 
sa n a c h á d z a v p rvom a t r e ť o m strome, ale n e n a c h á d z a sa v druhom strome, avšak 
vetva ( A , B , C ) je vo vše tkých troch stromoch. Z toho vyp lýva , že strict consensus 
tree spracuje vetvu (A , B , C ) ako t r i c h o t ó m i u , podobne ako aj vetvu (F, G , H ) . Ide 
o pomerne k o n z e r v a t í v n u s u m a r i z á c i u a v praxi sa tento typ konsensuá lneho stromu 
príliš nepouž íva , nakolko čas to vedie k hviezdicovej topologii (ako pr iamy dôs ledok 
po ly tómie ) [39]. 

• konsensuá lny s trom podľa pravidla väčš iny (majority-rule consensus tree) - zobrazuje 
uzly a vetvy, k t o r é m a j ú podporu a s p o ň v polovici m n o ž i n y v s t u p n ý c h stromov. Č a s t o 
sa v tomto p r í p a d e píše k u k a ž d é m u uz lu výs ledného stromu jeho výsky t v p e r c e n t á c h 
(obrázok 3.4), čo sa ča s to využ íva pr i m e t ó d e bootstrapping (viď ďalej). 

B D F C D F B D H 

C E G B E G C E G 

(a) Tri stromy pre osem druhov A-H 

B D F B D F 

-H 4 \ ioo 100/ 
67/ 100 67\ H 

C E G C E G e 

(b) striktný konsensus (c) pravidlo väčšiny 

O b r á z o k 3.4: T r i rôzne stromy pre osem druhov (a) a z nich v y c h á d z a j ú c e konsenzuá lne 
stromy - strict consensus (b) a majority-rule (c) 

3.4.2 B o o t s t r a p p i n g 

T á t o m e t ó d a p o z o s t á v a z nas ledujúc ich krokov. P r e d p o k l a d á sa, že už bo l v y t v o r e n ý origi­
ná lny fylogenetický s trom z pôvodne j vzorky d á t . 

1. Vytvorenie pseudovzoriek - zo z a r o v n a n ý c h v s t u p n ý c h sekvencií sa n á h o d n e vybe­
rie s t anovený p o č e t s t ĺpcov (spravidla rovný dĺžke v s t u p n ý c h sekvenci í ) . V ý s l e d k o m 
je d á t o v ý súbor , k t o r ý m á r o v n a k ú veľkosť ako pôvodný, no n i ek to ré pozície sa do 
neho n á h o d n e nedostali a naopak n iek to ré pozície sú z a s t ú p e n é v i ack rá t . T a k ý c h t o 
pseudovzoriek sa vy tvor í väčšie m n o ž s t v o (nazýva jú sa aj repl ikácie) . 

2. Vygenerovanie m n o ž i n y stromov - z každej pseudovzorky sa vy tvor í s t rom rov­
nakou m e t ó d o u , akou bo l v y t v o r e n ý or ig iná lny strom 
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3. Ohodnotenie uzlov hodnotami bootstrapovej podpory - v tejto fáze sa b e r ú 
uzly p ô v o d n é h o stromu jeden po druhom a zisťuje sa, v koľkých p e r c e n t á c h stromov 
získaných z pseudovzoriek sa tento uzol vyskytuje. P o d po jmom r o v n a k ý uzol sa 
rozumie t a k ý uzol , z k t o r é h o v y c h á d z a vetva obsahu júca iden t ickú m n o ž i n u druhov. 
Poradie vetvenia v r á m c i danej vetvy ani umiestnenie vetvy v r á m c i stromu n e m á 
ž iadny v ý z n a m . K u k a ž d é m u uz lu p ô v o d n é h o stromu sa po tom uvedie p r í s lušné per­
cento v ý s k y t u , tzv. b o o t s t r a p p i n g o v á hodnota alebo podpora. K e ď je hodnota pre 
ne jaký uzol b l ízka 100, m á existencia tohto uz lu vysokú podporu vo východz ích dá­
tach, naopak keď je nízka, hovor íme o nízkej podpore tohto uzlu. 

A l t e r n a t í v n e m o ž n o krok 3. n a h r a d i ť i n ý m postupom, k t o r ý bude ap l ikovaný v praktickej 
implementác i i : 

• z vygenerovanej m n o ž i n y stromov vytvor iť konsensuá lny s trom pomocou majority-
rule 

• sekvenčne po rovnávať topo lóg iu or ig iná lneho stromu a konsensuá lneho stromu uzol po 
uzle, pokiaľ dô jde k s i tuáci i , že sa ne jaký uzol o r ig iná lneho stromu v k o n s e n s u á l n o m 
strome vôbec nevyskytuje, ohodno t i ť tento uzol nulou, inak m u pr i rad iť hodnotu 
podpory uz lu konsensuá lneho stromu 
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Kapitola 4 

Počítačové programy venujúce sa 
problematike 

N a fylogenet ickú ana lýzu existuje niekoľko veľmi komplexných p r o g r a m o v ý c h riešení . Pred­
nostne b u d ú pop i sované tie, k t o r é i m p l e m e n t u j ú d i š t a n č n é algoritmy. P r i k a ž d o m bude 
uvedený k r á t k y popis a a n a l ý z a z hľadiska dostupnosti, funkcionality ( i m p l e m e n t o v a n é al­
goritmy a s u b s t i t u č n ě modely), komplexnosti , rozš i ř i te lnos t i , dostupnosti a platformy, na 
k to rých p racu jú . 

4.1 Program M E G A 

Program M E G A [ ] p a t r í k j e d n ý m z na jkomplexne j š í ch volne d o s t u p n ý c h r iešení . S a m o t n á 
apl ikác ia sa d á rozdeliť na t r i čas t i , a to: 

• Sequence Explorer - slúži ako editor a p r e h l i a d a č v s t u p n ý c h sekvencií . Podporu­
je fa rebné označen ie n i ek to rých v ý z n a č n ý c h pozícií , ako n a p r í k l a d konzervovaných 
úsekov. N u t n é p o d o t k n ú ť , že sekvencie treba pred s a m o t n ý m p r e h l i a d a n í m prekon­
ver tovať z konvenčného F A S T A 1 f o r m á t u do f o r m á t u M E G A (zabezpeču je v s t a v a n ý 
konvertor) 

• Alignment Explorer - umožňu je zarovnanie sekvencií pomocou vstavanej implemen­
tác ie programu C L U S T A L W , viď ob rázok 4.1 

• Tree Explorer - zobrazuje výs ledok fylogenetickej analýzy. 

Z d i š t a n č n ý c h algoritmov je k dispozíci i m e t ó d a Neighbor-Joining alebo U P G M A , zo 
znakových m e t ó d je to M a x i m u m Parsimony, m e t ó d y m a x i m á l n e j pravdepodobnosti zastu­
puje algoritmus M i n i m u m evolution. V programe sú okrem iných i m p l e m e n t o v a n é vše tky 
modely nuk leo t idových , aminokyse l inových a kodónových subs t i túc i í , k t o r é sú pop i sované 
v tejto p rác i a s k t o r ý m i sa bude ďalej p racovať . Funkčnosť d o p ĺ ň a m n o ž s t v o š t a t i s t i ckých 
v ý p o č t o v nad sekvenciami a s t romami v r á t a n e bootstrappingu. 

F u n k č n o u špec ia l i tou programu M E G A je vkladanie sekvencií do d i s j unk tných skup ín , 
postup znázorňu je ob rázok 4.2. V y g e n e r o v a n ý fylogenet ický s trom je u k á z a n ý na o b r á z k u 
4.2. P rogram M E G A sa teda v konečnej fáze r iadi vý lučne evo lučnými vzd ia lenosťami a 
akékoľvek p o č i a t o č n é rozdelenie do zhlukov ignoruje, resp. ho n a z n a č u j e len popiskami. 

1popis viď http: //www.nebi .nlm.nih .gov/BLAST/fasta. shtml 
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O b r á z o k 4.1: P r e h l i a d a č z a r o v n a n í programu M E G A 

Pozn. : T á t o "nedokona losť" j e j e d n ý m z h l avných podnetov na vytvorenie vlastnej mo­
difikovanej verzie algori tmu Neighbor-joining, ktorej sa venuje nas l edu júca kapitola. 

Program je p r i m á r n e u r č e n ý pre platformu Windows, ex is tu jú však verzie pre platformy 
M a c a L i n u x . K dispozíci í je popr i s ta rše j verzii 4.0 aj novš ia verzia 5.0. 

4.2 Phyl ip 

P h y l i p [ ] 2 je pravdepodobne n a j z n á m e j š o u kn ižn icou na fylogenet ickú ana lýzu . Ide o bal í­
ček m u l t i p l a t f o r m n ý c h konzolových aplikácii n a p í s a n ý c h v j azyku C . Pre k a ž d ý krok fyloge­
netickej ana lýzy je k dispozíci i niekolko m e t ó d . P h y l i p neobsahuje program na zarovnanie, 
implici tne p o č í t a s už z a r o v n a n ý m i sekvenciami, resp. p r i j íma na vstupe v ý s t u p n ý s ú b o r 
programu Clus t a l vo f o r m á t e P H Y L I P 3 . P h y l i p okrem zarovnania implementuje podobne 
ako M E G A v š e t k y m e t ó d y s p o m í n a n é v tejto prác i . Naviac sa t u n a c h á d z a m n o ž s t v o zna­
kových algoritmov, algoritmov na v ý p o č e t konsensuá lneho stromu a dalš ích š t a t i s t i ckých 
ukazateľov. 

Programy z bal íčka sa ov l áda jú p r o s t r e d n í c t v o m j e d n o d u c h é h o menu v textovom rež ime, 
k to ré umožňu je nastavenie parametrov k o n k r é t n e h o algori tmu a s a m o t n é spustenie v ý p o č t u . 
V s t u p n é d á t a sa n a č í t a j ú spravidla z obyča jného t e x t o v é h o s ú b o r u ("fiat ASCII" alebo 
"Text Only" f o r m á t ) . P r e h ľ a d programov z bal íčka, k t o r é súvis ia s fylogenetickou ana lýzou 
na d i š t ančne j báze : 

• dnadist - program na v ý p o č e t vzd ia lenos t í sekvencií D N A pomocou s u b s t i t u č n ý c h 
modelov, v ý s t u p o m je d i š t a n č n á mat ica 

2the PHYLogeny Inference Package 
3špecifikácia dostupná na http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/doc/sequence.html 
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EdiťSe lec t Taxa -and Groups 

Taxa/Groups 
H A " 

É [•]% B'oupl 
CI1-T7promotei 

AUI5-TT promoter 

AUI4-T7promoter 

• i í 1 AJI3-T7promoter 

• ^ AJI2-T7promoter 

A I 3 - T 7 p r o ™ t e i 

• l i 1 AJI1-T7promoter 

AI2-T7promotei 

Qi^" AI1-T7promcte i 

• % Bioup3 

0 ^ CELI7-T7pro™i te i 

CELI£-T7piorT»otei 

Q i i 1 CELIB-TTpiomotei 

177l4-T7piorTH5tEf 

• i^1 CELIE-TTpromotei 

01^" CELI9-T7piomote i 

CELI10-T7promotei 

•• I liií* 1 7 7 l 2 - T 7 p r o ™ t e i 

I 
\n 

u 

Ungroupe-d Taxa 

CELI &-T7promoter 
CEL11fJ-T7prorr>oter 
17T M -TT pro meter 
1 77l2-T7prümoter 
177l3-T7pfDrr>otef 
17715-TT pro meter 
INTI2-T7promoter 
l l iTI4-TTpromoter 
l \ T I ^ -T7 r : - c i - c t ^ r 

INTI 3-TTpromoter 
l l iTI6-TTpromoter 
I MTI7-TTpromoter 
INTIS-TTpromoter 
I MTI9-TTpromoter 
I hIT110-TTpromoter 
MClo-TTpromoter 
MCI2-T7pforTK5tef 
MI "1-TT promoter 
M 12-TT promoter 
MI a-T7promoter 
OI1-M-13R-PUC 
PI2-TTpromoter 
C1I2-T 7 promoter 
Q22-TT promoter 
Q23-TT promoter 
SM - T 7 pro moter 
3l2-T7promoter 
SI3-TTpromoter 

•v1 Mew Group = Delete JJgroup Close * ? Help 

O b r á z o k 4.2: P r i n c í p vkladania sekvencií do skup ín 

• protdist - obdoba pre p ro te ínové sekvencie, využ íva na odhad vzdialenosti m e t ó d u 
m a x i m á l n e j vierohodnosti (maximum likelihood) založenej na rôznych s u b s t i t u č n ý c h 
maticiach (okrem iných aj Dayhoffovej P A M mat ic i , viď 3.1.3), program je schopný 
korigovať vzdialenosti pre gamma rozloženie s u b s t i t u č n ý c h rýchlos t í 3.1.3. 

• seqboot - program na bootstrapping, n a č í t a v s t u p n ú m n o ž i n u sekvencií a prevedie 
resampling, p o č e t repl ikáci í sa definuje na vstupe 

• neighbor - i m p l e m e n t á c i a algoritmov Neighbor-Joining (viď 3.3.1) a U P G M A (viď 
3.3.2) 

• drawgram - program vizualizuje koreňové stromy - fylogramy, kladogramy aj feno-
gramy 

• drawtree - podobne ako p r e d c h á d z a j ú c i program, ale vizualizuje nekoreňové fyloge­
net ické stromy 

• consense - v y p o č í t a konsensuá lny s trom p o t r e b n ý pr i bootstrappingu (viď sekcia 3.4) 

4.3 Mobyle@Pasteur 

P o r t á l Mobyle@Pas teur 4 b io in format ický webový framework v y v i n u t ý špec iá lne pre úče­
ly bioinformatickej ana lýzy v y v i n u t ý na Pasteurovom i n š t i t ú t e v Pa r í ž i . P o r t á l integruje 

4dostupný na http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py 
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0.08139 

0.05952 

100 

100 
0.01824 

0.00076 

0.0007G 

0.00038 

0.00380 

0.00380 
64 I  

0.00160 
0.00076 

0.00076 

0.02472 

0.00G48 
331 

0.00420 
0.00227 

0.00227 

- CELI8-T7promoter ]group3 

- CELI10-T7promoter 

- CELI7-T7promoter ]group3 

- CELI4-T7promoter ]group2 

- CELI6-T7promoter ]group3 

- CELI3-T7promoter ]group2 

- CELI9-T7promoter 

- CI1-T7promoter ]group1 

- 17711-Tľpromoter 

- AUI4-T7promoter 

- AUI5-T7promoter 
groupl 

O b r á z o k 4.3: Fy logene t i cký s trom s def inovanými skupinami, vygene rovaný pomocou me­
t ó d y Neighbor-Joining, mat ica vzd ia lenos t í v y t v o r e n á pomocou modelu Jukes-Cantor 

m n o ž s t v o fylogenet ických nás t ro jov , p r i č o m v ý p o č t o v é jadro tvor í p r áve v p redchádza júce j 
sekcii s p o m í n a n ý bal íček P h y l i p . Jeho silnou s t r á n k o u je možnosť kombinác ie vstupov a vý­
stupov j edno t l i vých ana lýz a t ý m p á d o m možnosť vytvorenia workflow5 b io in format ických 
nás t ro jov . Nakolko sa v p rác i na tento p o r t á l eš te nav iaže , bude m u venovaná s a m o s t a t n á 
kapitola. U k á ž k a užívateľského rohrania je na ob rázku : 

4.4 TreeView 

TreeView 6 je j ednoduchý , ale veľmi už i t očný program na vizual izác iu fylogenet ických stro­
mov. Existuje pre platformy Windows, L i n u x / U n i x a M a c O S . Je schopný nač í t ať stromy 
vo f o r m á t e N E W I C K , N E X U S , P H Y L I P , C L U S T A L W a iných. So s t romom je m o ž n é vyko­
návať viacero už i točných operáci í - zakorenenie (definovanie outgroup), usporiadanie uzlov, 
zmena na kladogram, zobrazenie r a d i á l n e h o stromu atď. O b r á z o k 4.5 zobrazuje prostredie 
programu. 

5postupnosť krokov, ktoré na seba nadväzujú, vedúca k určitému cieľu 
6program dostupný na http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html 
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ivaii.vogelSjgmail.com roues tj 

Mobyle@Pasteur 
| Search | 

E B 3 H ^ 
H assembly1 

n database 

= phylogeny 

B I O N J 
Run 1 Reset 

N e i g h b o r J o i n i n g a l g o r i t h m i m p r o v e d 1 ' ' 
f o r m o l e c u l a r s e q u e n c e s 
* Distances matrix File >ise example data] 

o distmat 
o dnadist 
° fitch 
) kitsch 
• neighbor 
o protdist 
° quicktree 
o weighbor 

n likelihood 
" others 

• sequence 

Enter a matrix in Phylip format. 
This algorithm is adapted to evolutive distances calculated from molecular data sequences (0. 
Gascuel. lwwT. MBE 14(7), 685-695). 
If only one data matrix is given, then BIONJ returns one tree When the input file contains several 
matrices given one after the other, ai obtained when combining PHYLIP's SEQBOOT and DNADIST to 
perform a bootstrap, BIONJ returns the same number of trees- 'written one after the other in the 
output file; this file may be given to PHYLIP's CONSENSE to obtain the bootstrap tree. 
Esample data (click on Fuse exsrr-p:e cszaj to load): 

o distmat 
o dnadist 
° fitch 
) kitsch 
• neighbor 
o protdist 
° quicktree 
o weighbor 

n likelihood 
" others 

• sequence 

5 
Alpha 0.000000 0.330447 0.625670 1.032032 1.3540S6 
Beta 0.520447 0.000000 0.37557S 1.094290 0.677416 
Samoa 0.625670 0.37557S 0.000000 0.97579S 0.S61S34 
Delta 1.032032 1.096290 0.97579S 0.000000 0.226703 
EpailQ-n 1.3M0S6 0.677616 0,361634 0,22*703 0.000000 

Workflows 1 ( fflLT If fj FAR 1 

o align-familly 
° hmm_build_search 

Enter your data below: o align-familly 
° hmm_build_search 

Tree: eleo_its-aligned.nwk.eons 

• consense - 05/24/11 11:05 
• consense - 05/24/11 11:07 

Tree: eleo_its-aligned.nwk.eons 

• consense - 05/24/11 11:05 
• consense - 05/24/11 11:07 Name of Tree File | treefile 

How to use Mobyle? A step by sted 
registration information 
Sequence formats 
,IIM...I.̂ I.I .. I.I..i-

^s's-'s-'css -•3=SL 0.r 1997, BlOfJJ: improved version of the fJJ s-s c-';-~ ~ ;-ssŝ  cn a s.^.'e mode! of 
sequence data, !<•'electa r Sicicgy Evciuticr l**(7):685-695 

Author(s): O. Gascuel 

I I 
O b r á z o k 4.4: Užívateľské rozhranie vybranej u t i l i ty v p o r t á l e Mobyle 

File Edit Style Tree Window Help 

_ j final422.o-ut 

_ J _ J __|__l__Jik~ _§] a l a l 
[_=nLj_ri____ 

Ě 

0 1 

PHYĽPJL [1/1] 

copEunig lumis 
copEmami l l ia ta 

— copEac icu lar is 
— copEwal ters i i 
— copEs temer i 
— copExyr id i formis 
— copEerythropoda 

copEmacros tachya 
copEovata 

copEcel lu losa 
copEinters t incta 

copEquinquef lora 
copEcamio l i ca 

copEaust r iaca 
- c opE pa I u stri s 

copEvigens 

O b r á z o k 4.5: U k á ž k a programu TreeView 
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Kapitola 5 

Špecifikácia požiadaviek 

5.1 Neformálna špecifikácia 

N a zák l ade pož iadav iek M g r . Zedka je p o t r e b n é vytvor iť nové algoritmy a apl ikác iu na ge­
nerovanie fylogenet ických stromov pre potreby Ú s t a v u botaniky na Pr í rodovedecke j fakulte 
Masarykovej univerzity. P o ž a d o v a n á je na s l edovná funkcionalita: 

1. n a č í t a n i e sekvencií nukleotidov, resp. aminokyse l ín vo fo rmá te F A S T A 

2. preklad nukleotidov do sekvencie aminokyse l ín a vice versa 

3. i m p l e m e n t á c i a s u b s t i t u č n ý c h modelov nukleotidov Jukesa a Cantora , Kimurovej 2-
parametrovej m e t ó d y a Tamurovej 3-parametrovej m e t ó d y 

4. i m p l e m e n t á c i a s u b s t i t u č n ý c h modelov aminokyse l ín , a to PC-vzdia lenos t i 

5. i m p l e m e n t á c i a algori tmu vnú t roskup inove j ana lýzy v kombinác i i s m e t ó d o u Neighbor-
joining pre účely tvorby genet ického stromu na báze e x p e r t n ý c h zna los t í 

6. i m p l e m e n t á c i a bootstrappingu 

S v ý n i m k o u p r e d p o s l e d n é h o bodu bo l k u v š e t k ý m o s t a t n ý m p o d a n ý t eo re t i cký zák lad . 
N á v r h nového algori tmu k bodu 5 popisuje nas l edu júca sekcia. Diagram p r í p a d o v už i t i a na 
o b r á z k u 5.1 sumarizuje z á k l a d n ú funkcionalitu. 

5.2 Zhlukovanie na báze exper tných znalostí 

Ľubovoľná d i š t a n č n á m e t ó d a na tvorbu fylogenet ických stromov v y c h á d z a z predpokladu, 
že do ana lýzy v s t u p u j ú sekvencie ako s a m o s t a t n é jednotky. P o ž a d o v a n é je rozší renie tejto 
funkcionality. D o ana lýzy b u d ú v s tupovať expertom preddef inované zhluky. Ide teda o ne­
pov inné apriori vloženie sekvencií do d i s j u n k t n ý c h skup ín , p r i č o m ďalej bude t á t o skupina 
vo fylogenetickom strome r e p r e z e n t o v a n á ako j e d n o d u c h ý uzol. 

Tento postup naznaču je už program M E G A s p o m í n a n ý v sekcii 4.1. Ten však pr i 
v ý s t u p e nezobrazuje preddef inované skupiny ako s a m o s t a t n é zhluky, ale len znázorňu je vo 
v ý s l e d n o m strome, k t o r é sekvencie bol i zade lené do ktorej skupiny, viď ob rázok 4.3. Tento 
p r í s t u p sa jav í pre p r ak t i cké účely M g r . Zedka ako nedos t a točný . 

N a o b r á z k u 5.3 sú pre i lus t rác iu zob razené sekvencie druhov z rodu Eleocharis a ich 
zadelenie do skup ín na zák lade zna los t í experta. 

Z p r ak t i ckého hľadiska m á zhlukovanie na báze e x p e r t n ý c h zna los t í na s l edovný v ý z n a m : 
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O b r á z o k 5.1: Diagram p r í p a d o v už i t i a 

O b r á z o k 5.2: Definícia h l a v n é h o p r o b l é m u - v h o d n á d á t o v á š t r u k t ú r a pre r e p r e z e n t á c i u a 
r e l evan tné určen ie vzdialenosti p reddef inovaných zhlukov 

• Pokiaľ je p r i e m e r n á vzdialenosť medzi č lenmi p reddef inovaného zh luku ( p r i e m e r n á 
v n ú t r o s k u p i n o v á vzdialenosť) m a l á v p o r o v n a n í so vzdia lenosťou od sekvencií mimo 
tejto skupiny ( p r i e m e r n á m i m o s k u p i n o v á vzdia lenosť) , je v r á m c i z j ednodušen ia vhod­
né reprezen tovať t ú t o skupinu vo v ý s l e d n o m strome ako jeden uzol (so zachovan ím 
informácie o vnú t ro skup inove j variabil i te) . Z jednoduš í sa tak pohľad na fylogenetické 
vzťahy medzi rodmi organizmov. 

• Pokiaľ p rvky s k ú m a n e j preddefinovanej skupiny (rodu) prirodzene netvoria jeden pod­
strom, zau j íma nás , v snahe dozvedieť sa o rode nové evolučné poznatky, pozíc ia 
t a k é h o t o jeho uz lu vo v ý s l e d n o m strome 

• Pokiaľ je z fylogenet ického stromu zre jmé, že p rvky z dvoch rôznych rodov m a j ú 
k sebe blízko, t . j . , že sa čas to v y s k y t u j ú spolu v jednej vetve ale na rôznych miestach 
v r á m c i stromu, je znova m o ž n é tento vzťah z jednodušiť ( s i tuác iu ilustruje ob rázok 
5.3). 
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copEaus13 

copEcar30 

copEaus15 

i copEaus13 

' copEcar23 

copEaus11 ^ I c ° P E a u s 

co pEaus2G ' c ° P E c a r 

copEaus32 

copEaus30 

copEcar25 

copEcar27 

O b r á z o k 5.3: U k á ž k a o č a k á v a n é h o z j ednodušen ia pomocou p o ž a d o v a n é h o algoritmu, vľavo 
podstrom fylogenet ického stromu druhov z rodu Eleocharis, vpravo agregovaný strom 
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Kapitola 6 

Analýza požiadaviek a návrh 
algoritmov 

Jadrom p r o b l é m u , k t o r ý je p o t r e b n é vyriešiť, je spôsob , a k ý m sa vyspo r i adať s p r í t o m n o s ť o u 
v iacerých sekvencií pre jeden uzol fylogenet ického stromu. M o ž n é sú nas l edovné a l t e rna t í vy : 

1. N á h o d n e vyb rať jednu r e p r e z e n t a t í v n u sekvenciu z každej skupiny. 

2. Vytvor iť konsensuá lnu sekvenciu a tou po tom reprezen tovať skupinu. 

3. Vytvor iť m e t ó d u odhadu vzdialenosti , p r i ktorej by sa zohľadni la var iabi l i ta sekvencií 
v r á m c i skupiny. 

P r i variantoch 1 a 2 d o c h á d z a k strate informácie . P r i variante 1 sa vôbec nezohľadňuje 
var iabi l i ta v r á m c i skupiny. P r i variante 2 sa síce č i a s točne var iabi l i ta zohľadňuje , k u 
strate informácie však d o c h á d z a v dôs ledku väčš inového p r inc ípu v ý b e r u nukleotidov / 
aminokyse l ín na j edno t l i vých pozíc iách. P r í k l a d y z praxe sú u v e d e n é v kapitole 8. 

6.1 Dátová reprezentácia preddefinovaného zhluku 

Pre účely ana lýzy je n e v y h n u t n é vhodne zvoliť, ako reprezen tovať p reddef inovaný zhluk na 
poč í t ač i . Bolo n a v r h n u t é vytvorenie r ep rezen t a t í vne j sekvencie m e t ó d o u tzv. priemerovania 
sekvencií (frekvenčnej a n a l ý z y ) . P r e d p o k l a d á sa zhluk o troch k r á t k y c h úsekoch D N A , 
ako zobrazuje ob rázok 6.1 vľavo. N a zák l ade ana lýzy j edno t l i vých znakov sa v y p o č í t a 
p r a v d e p o d o b n o s ť v ý s k y t u znaku na danej pozícií a tieto hodnoty sa vložia do tabulky. 
Tabulka po tom reprezentuje d a n ý zhluk a pr i odhade pomocou s u b s t i t u č n ý c h modelov sa 
zohľadňujú r e l a t í vne v ý s k y t y znakov na tej ktorej pozícii . 

6.2 Základný algoritmus 

V y c h á d z a sa z nasledovnej všeobecnej schémy d i š t a n č n é h o algoritmu: 
Vstup: reťazce D N A , resp. aminokyse l ín 
V ý s t u p : fylogenet ický strom 

1. Zarovnaj sekvencie pomocou algori tmu M U S C L E 

2. N a zák l ade v y b r a n é h o s u b s t i t u č n é h o modelu odhadni v z á j o m n ú vzdialenosť a vytvor 
mat icu vzd ia lenos t í 
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3. Pomocou algori tmu N J s mat icou vzdia lenos t í na vstupe vytvor fylogenetický strom. 

4. V y p o č í t a j podpory j edno t l i vých uzlov pomocou m e t ó d y bootstrapping. 

Upravuje sa vstup a 2. bod všeobecnej schémy nasledovne: 

Vstup: ako vo v š e o b e c n o m algoritme + ú d a j e o p r í s lušnos t i sekvencií k j e d n o t l i v ý m zhlu­
kom 

1. Ap l iku j pr iemerovanie /Vytvor sekvenčný profil p reddef inovaného zh luku a vy tvor ta­
bu lku r ep rezen tu júcu zhluk. 

2. V y t v o r mat icu p o d o b n o s t í pre v š e t k y zhluky a pok raču j bodom 3 všeobecne j schémy 
d i š t a n č n é h o algoritmu. 

A C 
A T 
A C 

T G T G T A T  
C G T G A T T I íntra-group analysis 
C G C C A A T 

N/P 1 2 3 4 5 6 7 a 9 
A 1 0 0 0 0 0 0,67 0,67 0 
T 0 0,33 0,33 0 0,67 0 0,33 0,33 1 
C 0 0,67 0,67 0 0,33 0,33 0 0 0 
G 0 0 0 1 0 0,67 0 0 0 

O b r á z o k 6.1: V n ú t r o s k u p i n o v á a n a l ý z a p reddef inovaného zh luku 

6.3 Stavový diagram 

O b r á z o k 6.2 znázorňu je m o ž n é stavy d á t v apl ikáci i . A k o vidieť, po n a č í t a n í sekvencií sú 
k dispozíci í dva m o ž n é prechody do ďalšieho stavu v závis lost i od toho, či sa pracuje so 
z a r o v n a n ý m i sekvenciami alebo nie. 

6.4 Vlas tné rozšírenie subst i tučných modelov 

Je n u t n é n a v r h n ú ť v h o d n ú metr iku, ako definovať p o d o b n o s ť medzi dvoma zh lukmi , prí­
padne medzi zhlukom a samostatnou sekvenciou (čo je de facto t iež zhluk obsahujúc i len 
jeden prvok). Naväzu júc na p r e d c h á d z a j ú c u sekciu bola v y t v o r e n á o r ig iná lna metodika 
u rčovan ia vzdialenosti p reddef inovaných zhlukov.Opiera sa o t eore t i cký výk l ad z kapitoly 
3. 

6.4.1 R o z š í r e n i e m o d e l u J u k e s - C a n t o r 

Predpokladajme dva preddef inované zhluky, o z n a č m e ich A a B . P o z n á m e ich pozične 
špecifické vektory na pozícií i (rovnica 6.1) 

VA[Í] = 

T 
P Í \ ( 

T \ 
V(í 

' A 
P/ 1 

,VB[Í] = 1 J 
p4 

v PÍ J \ Pb / 
P r a v d e p o d o b n o s ť subs t i t úc i e nukleotidu T na T (čo z n a m e n á , že obidva preddef inované 

zhluky m a j ú na tejto pozícii r o v n a k ý nukleotid a teda k subs t i túc i i vskutku n e d o c h á d z a ) 
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V i s u a l P a r a d i g m f o r U M L S t a n d a r d E d i t i o n ( B r n o U n i v e r s i t y o f T e c h n o l o g y ) 

Sequencesjoaded 

load data 

count distances 

align 

Sequences_aligned 

V 
Distance matrix created 

count distances 

generate tree 

Tree evaluated 

Tree created 

bootstrap tree 

O b r á z o k 6.2: S tavový diagram v j azyku U M L 

dostaneme v y n á s o b e n í m p^ a p j , rovnako pre t r i zos t áva júce nukleotidy. A b y sme dostali 
p r a v d e p o d o b n o s ť N, že na pozícií i medzi dvoma zh lukmi n e d o c h á d z a k subs t i túc i i , apli­
kujeme na vektory p^ a p^ ska l á rny súčin . P r a v d e p o d o b n o s ť subs t i t úc i e Ps na tejto pozici 
je teda Ps = 1 — N. Súče t t ých to h o d n ô t na každej pozícii n á m d á v a p vzdialenosť (p) (viď 
3.1.2) dvoch zhlukov. D o s a d e n í m tohto odvodenia do vzorca 3.1.2 d o s t á v a m e odhad p o č t u 
s u b s t i t ú c i í medzi dvoma p r e d d e f i n o v a n ý m i zhlukmi pomocou m o d i f i k o v a n é h o 
modelu Jukes-Cantor: 

d = - h n (l - 4 £ ? = i ( 1 - " a [ í ] - " b [ z ] )  

4 V 3 n 

6.4.2 R o š í r e n i e K i m u r o v h o d v o j p a r a m e t r o v é h o m o d e l u 

V p r í p a d e Kimurovho modelu je n u t n é rozlíšiť p r i p o č í t a n í subs t i túc i í t r anz íc ie a transverzie 
medzi dvoma preddef inovanými zh lukmi . P r e d p o k l a d á m e poz ične špecifické vektory ako 
v rovnici 6.1. Po tom: 

• pre p r a v d e p o d o b n o s ť t ranz íc i í na pozícii i p la t í : 

Pii) = PÍ-PM + PÍ-PŮ + PA-PM + PA-PÍ (6-3) 

• pre p r a v d e p o d o b n o s ť non - subs t i t úc i í p l a t í N (i) = v& • 
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• súčet p r a v d e p o d o b n o s t í v še tkých možných prechodov nukleot idu z vektoru v&[i] na 
n i ek to rý nukleotid z vektoru VE[Í] mus í byť rovný 1. P l a t í teda, že súče t t r ansverz i í , 
t ransz íc i í a non - subs t i t úc i í mus í byť 1. Z toho v y p l ý v a odvodenie pre pravdepodob­
nosť t r ansverz i í 

Q = 1 - P - N (6.4) 

D o s a d e n í m vzťahu 6.4 do rovnice 3.15 a postupnou ú p r a v o u dostaneme vzťah uvedený 
v rovnici 6.5. 

~ = ln( iV - P) l n ( 2 P + 2N - 1) 

2 4 [ ' ' 

N = EíUva[*] -VB[Í\) ( 6 6 ) 

n 

p = E ľ = i P Í W - P B H +PaH-^H + pa[»]-Pb[»] + p a [ » ] - P b [ » ] ( 6 7 ) 

n 

6.4.3 R o z š í r e n i e T a m u r o v h o t r o j p a r a m e t r o v é h o m o d e l u 

Tamurov troj p a r a m e t r o v ý model je rozš í ren ím Kimurovho modelu s predpokladom nerov­
nakého podielu j edno t l i vých nukleotidov v sekvencii (viď podsekcia 3.1.2). Upravuje sa 
v ý p o č e t h o d n ô t p r e m e n n ý c h 91,92 zo vzorca 3.19 v sú lade s p r e d c h á d z a j ú c i m i definíciami 
nasledovne: 

91=p(l + p(l (6.8) 

92=píÍ + pC (6.9) 

Modif ikovaný vzorec pre v ý p o č e t Tamurovej vzdialenosti je potom: 

d = -hln(N-P) - l n ( 2 P + 2 i V - 1) (6.10) 

n 2 

6.4.4 R o z š í r e n i e P C - v z d i a l e n o s t i 

A k o už bolo uvedené , P C vzdialenosť je aminokyselinovou variantou modelu Jukes Cantor . 
Analogicky sa teda odvod í aj modi f ikovaná metr ika na u rčovan ie vzdialenosti preddefino­
vaných zhlukov aminokyse l inových sekvencii. Podobne ako v p r í p a d e modelu Jukes Cantor 
spoč íva modif ikácia v rozšírení p vzdialenosti na p reddef inované zhluky. Výs l edný vzťah 
u d á v a rovnica 

d = - ž n ( l - E ľ = l ( 1 ~ ^ ] ' ^ ] ) ) (6-12) 
n 

6.5 Divizívne algoritmy 

Diviz ívne algori tmy sa vo všeobecnos t i vo fylogenetickej ana lýze nepouž íva jú pril iš čas­
to. Nakolko je však v y t v á r a n i e stromov preddef inovaných zhlukov pomerne špecifický (a 
nová to r ský) p r í p a d fylogenetickej analýzy, m ô ž u tieto algori tmy p o s k y t n ú ť v ý h o d y čo do 

37 



výkonnos t i aj presnosti. V súvis lost i s touto tematikou bolo n a š t u d o v a n ý c h niekolko člán­
kov. Č l á n o k popisu júc i m e t ó d u P T D C (Phylogeny by Top D o w n Clustering) [2] poslúži l 
ako inšp i rác ia pre n á v r h v l a s t n é h o r iešenia (viď nas l edu júca podsekcia). 

P T D C je r eku rz ívny algoritmus využ íva júc i p r í s t u p zhora nadol. M e t ó d a v k a ž d o m 
kroku rozdelí v s t u p n ú m n o ž i n u sekvencií na t a k é dva zhluky, k t o r é sú od seba najvzdiale­
nejšie. V z d i a l e n o s t n á funkcia bola p r e b r a t á z m e t ó d y U P G M A 3.3.2 a popisuje j u rovnica 

kde \C\\ a |C 21 sú p o č t y sekvenci í v zhlukoch C\ a C2 v tomto p o r a d í a dP)q značí 
vzdia lenosť medzi sekvenciami p a q. Algor i tmus pracuje zhora nadol tak, že hľadá vždy 
dva na jvzdia lenejš ie zhluky v r á m c i celej m n o ž i n y zhlukov. P o t o m rekurz ívně volá seba 
s a m é h o na obsahy p ráve rozde lených zhlukov. Pokiaľ zhluk obsahuje len jednu sekvenciu, 
vy tvo r í sa len jeden uzol , pokiaľ obsahuje p ráve dve sekvencie, vytvor ia sa dva synovské 
uzly, inak sa r eku rz ívně pok raču j e ďalej . A u t o r i tohto algori tmu použi l i heurist iku, aby sa 
pr i r ozhodovan í o o p t i m á l n o m rozdelení zh luku nemusela p reh l i adať celá m n o ž i n a možných 
rozdelení . Spoč íva v tom, že sa v y b e r a j ú t a k é rozdelenia na C\ a C2, kde vše tky sekvencie 
v C\ obsahu jú ne jaký reťazec s v u r č i t o m regióne a p r á v e vše tky sekvencie v C2 reťazec s 
v t om is tom regióne neobsahu jú . 

6.5.1 A l g o r i t m u s T D C G 

T D C G (Top Down Cluster ing of Groups) je or ig iná lny zhlukovací algoritmus p racu júc i na 
p r inc ípe zhora nadol. B o l č i a s točne inšp i rovaný algori tmom P T D C , k t o r é h o p r inc íp je 
p o p í s a n ý v ú v o d e tejto sekcie. Je zamýšľaný na p r á c u s p reddef inovanými zh lukmi , ale 
teoreticky m ô ž e byť použ i t ý aj na j e d n o d u c h é sekvencie. 

Jadro algori tmu tvor í r eku rz ívně volanie p r o c e d ú r y Split (viď p s e u d o k ó d nižšie) . Cieľom 
je to, aby v k a ž d o m kroku bola min ima l i zovaná intra-group vzdialenosť medzi skupinami, 
k to ré bol i z a r a d e n é do rovnakého zh luku a zá roveň maximal izovať inter-group vzdialenosť 
medzi skupinami z dvoch rôznych zhlukov. 

V uvedenom p s e u d o k ó d e figurujú dve p o m o c n é funkcie: 

• Funkc ia CountGroupDistancesQ s p o č í t a vzdialenosti medzi j e d n o t l i v ý m i preddefino­
v a n ý m i skupinami pomocou niektorej z modif ikovaných m e t r í k uvedených v kapitole 
6.4 a vy tvor í t r o juho ln íkovú d i š t a n č n ú maticu. 

• Funkcia FindGreatestDistanceQ po tom p r e c h á d z a v y t v o r e n ú vzd ia l enos tnú mat icu 
a hľadá dva m a x i m á l n e vzd ia lené preddef inované zhluky. T ie b u d ú nás l edne c e n t r á 
nových zhlukov. 

6.6 Algoritmus na porovnanie konsensuálneho stromu s ori­
ginálnym stromom 

6.6.1 R e p r e z e n t á c i a f y l o g e n e t i c k é h o s t r o m u p o m o c o u d v o j r o z m e r n é h o 
p o ľ a 

Postup pr i u ložení evo lučného stromu do poľa je nas ledovný: 

6.13. 

(6.13) 
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Procedure 1 Spli t (M,tree) 
Input: mat ica v i a c n á s o b n é h o zarovnania M o rozmeroch k x n a ich rozdelenie do jednot­

livých skup ín (aj jedna sekvencia tvor í e l e m e n t á r n u skupinu) 
Output: fylogenetický strom skup ín def inovaných na vstupe 

if M obsahuje len jednu skupinu s n á z v o m name then 
vytvor koreň r , o z n a č ho name 
return 

end if 
if M obsahuje dve skupiny then 

vytvor s trom s dvoma synmi a spoj ho s n a d r a d e n ý m uz lom ( a k t u á l n y koreň genero­
v a n é h o podstromu) 
return 

end if 
distances = Coun tGroupDis t ances (M) 
(center l,center2) = FindGreatestDistance(distances) 
cluster I.add(centerl),cluster2.add(center2) 
for all group i n M do 

if distance[group,centerl] < distance[group,center2] then 
cluster 1 .add (group) 

else 
cluster2.add (group) 

end if 
end for 
t r e e . a d d N o d e ( n o c ř e _ / o r _ c l í í s í e r l ) 
t r e e . a d d N o d e ( n o d e _ / o r _ c / t í s ŕ e r 2 ) 
Split (cluster 1, node-for -duster 1) 
Split (cluster2, node, j'or-cluster2) 
return 
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1. Zoradiť lexikograficky j edno t l ivé n á z v y t e r m i n á l n y c h uzlov stromu, teda n á z v y taxo-
nomických jednotiek, s t ĺpce vytvorenej matice b u d ú potom označené takto zo radený­
m i n á z v a m i . 

2. P r e c h á d z a ť j edno t l ivé uzly podľa poradia, v akom bol i z a r a d e n é do zh luku (pri ) a 
označiť v r iadku: 

• v p r í p a d e dvoch t e r m i n á l n y c h uzlov označiť obidva s t ĺpce p r i s lúcha júce t ý m t o 
t e r m i n á l n y m uz lom hodnotou 1 

• v p r í p a d e , že sa t e r m i n á l n y uzol p r i p á j a k väčš iemu zhluku, označiť v mat ic i len 
tento uzol hodnotou 1 

Hodnoty uzlov sa de legujú zhora nadol, v poslednom r iadku by sa teda podľa sp r ávnos t i 
mal i vysky tovať len jednotky. Podľa matice sa d á nás l edne s p ä t n e z rekonš t ruovať topo lóg ia 
fylogenetického stromu, p r e d p o k l a d á sa, že d ĺžky ve tv í a p r í p a d n é b o o t s t r a p o v é hodnoty 
sa uložia v a s o c i a t í v n o m pol i . O b r á z o k 6.3 zobrazuje fylogenetický s trom z o b r á z k a 3.3b 
v podobe d v o j d i m e n z i o n á l n e h o poľa. 

A B C D E 
lnternal_nodel 1 1 0 0 0 
lnternal_node2 1 1 1 0 0 
lnternal_node3 1 1 1 1 0 
lnternal_node4 1 1 1 1 1 

O b r á z o k 6.3: Fy logene t i cký s trom z o b r á z k a 3.3b v podobe matice 

6.6.2 P o r o v n a n i e t o p o l o g i í 

P r e d p o k l a d á sa, že na vstupe je or ig iná lny a konsensuá lny s t rom s b o o t s t r a p o v ý m i hod­
notami (u loženými n a p r í k l a d v a s o c i a t í v n o m poli) , obidva vo forme d v o j d i m e n z i o n á l n e h o 
poľa. Cieľom je po rovnať tieto dve topologie a pr i rad iť hodnoty podpory n e t e r m i n á l n y m 
uzlom or ig iná lneho stromu. Postup je p r i amoč ia ry : 

1. N a č í t a j riadok matice o r ig iná lneho stromu. Hľadaj tento riadok v mat ic i konsensuá l -
neho stromu. M ô ž u n a s t a ť tieto p r í p a d y : 

• Riadok sa v k o n s e n s u á l n o m strome n e n a c h á d z a => označ tento riadok hodnotou 
0 

• Riadok sa v k o n s e n s u á l n o m strome n a c h á d z a a p r i s lúcha m u u r č i t á hodnota 
podpory =4> skopírovať t ú t o hodnotu k o r ig iná lnemu stromu 

N a v ý s t u p e je or ig iná lny s trom s p r í s lušnými hodnotami podpory pre n e t e r m i n á l n e uzly. 
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Kapitola 7 

Návrh a implementácia 

7.1 Analýza vs tupných dát 

7.1.1 V s t u p n é d á t a 

V s t u p n ý d á t o v ý s ú b o r je t e x t o v ý súbo r obsahujúc i dve a viac nuk leo t idových alebo amino­
kysel inových sekvencií vo fo rmá te F A S T A . N C B I 1 definuje tento fo rmát nasledovne: 

• P r v ý riadok každého z á z n a m u sekvencie tvor í hlavička, zač ína znakom >, a ďalej 
obsahuje j e d n o z n a č n ý ident i f iká tor sekvencie a ďalšie voliteľné informácie 

• Ďalš ie r iadky obsahu jú s a m o t n ú sekvenciu zos tavenú z j e d n o p í s m e n n ý c h kódov podľa 
š t a n d a r d u U I P A C 2 - I U B 3 . 

7.1.2 V ý s t u p n é d á t a 

Z a z á k l a d n ý v ý s t u p sa považuje fylogenet ický s trom vo f o r m á t e N E W I C K . Je to texto­
vý fo rmát popisu júc i topo lóg iu stromu, d ĺžky ve tv í aj b o o t s t r a p p o v é hodnoty pomocou 
a l fanumer ických znakov, zá tvor iek a č iarok. Nas l edovný strom: 
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6.800 

11.997 
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• raccoon 

• bear 

• sea lion 

• seal 

• monkey 

• cat 

• weasel 

•dog 

O b r á z o k 7.1: I l u s t r a t í v n y fylogenet ický strom 

sa vo f o r m á t e N E W I C K zapíše nasledovne: 

x z angl. The National Center for Biotechnology Information 
2 z angl. International Union of Pure an Applied Chemistry 
3 z 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 Logický návrh 

P r v o t n ý logický n á v r h je zob razený na o b r á z k u 7.2. Rozdeľuje funkcionali tu fylogenetickej 
knižnice do j edno t l i vých modulov. Už v tejto fáze sa kladie dô raz na p e r s p e k t í v n u rozšiři­
telnost' j edno t l i vých čas t í , snaha bola teda, aby bol i relácie medzi j e d n o t l i v ý m i dvoj icami 
modulov a symet r i cké (ak modu l A referencuje modu l B , tak by to o p a č n e už nemalo pla t iť) 
a teda aby sa minimal izoval poče t závislost í . V n á v r h u sa ďalej p r e d p o k l a d á , že z hľadis­
ka i m p l e m e n t á c i e bude dô raz k l adený na funkcionalitu, k t o r á dopos iaľ na t rhu neexistuje 
(preddef inované zhluky) a naopak algoritmy, pre k t o r é už ex is tu jú knižnice , b u d ú využ i t é 
v m a x i m á l n e j možne j miere ako podpora nových riešení. 

Popis j edno t l i vých čas t í logického n á v r h u : 

• D a t a Structures - modu l obsahuje p o d p o r n é d á to v é š t r u k t ú r y pre fylogenet ickú ana­
lýzu, a k ý m i sú d i š t a n č n á matica, fylogenetický s trom alebo kolekcie v s t u p n ý c h sek-
vencií . 

• Sequence Analys is - obsahuje f rekvenčnú a n a l ý z u preddef inovaných skup ín . 

• Models - modu l implementuje v š e t k y s u b s t i t u č n ě modely 

• Tree Reconstruction Algor i thms - zabezpeču je komun ikác iu medzi j e d n o t l i v ý m i mo­
dulmi , predstavuje šab lóny pre kroky fylogenetickej analýzy. 

• Concrete Implementations - modu l združu je k o n k r é t n e operác ie nad v s t u p n ý m i d á t a ­
m i a zas t rešu je celú fylogenet ickú ana lýzu . 

• Libraries and Wrappers - schematicky znázorňu je fakt, že j edno t l ivé moduly využí­
va jú podľa potreby už ho tové d á t o v é š t r u k t ú r y a algoritmy, k t o r é sú k dispozíci í 
p r o s t r e d n í c t v o m voľne d o s t u p n ý c h knižníc . 

7.3 Objektový návrh jadra fylogenetickej knižnice v jazyku 
U M L 

N a zák lade špecifikácie bo l v y t v o r e n ý o b j e k t o v ý n á v r h fylogenetickej knižnice (viď ob rázok 
7.3). D ô r a z sa k ládol na p o t e n c i á l n u rozšiři telnost ' apl ikácie s m i n i m á l n o u n u t n o s ť o u zasa­
hovať do už v y t v o r e n é h o kódu . Z tohto d ô v o d u bola p o u ž i t á metodika n á v r h o v ý c h vzorov, 
k t o r á je r o z o b r a t á v nas ledujúc ich podsekc iách . 

N a vrchole celej hierarchie tr ied je rozhranie Object, k t o r é musia implementovat' v še tky 
triedy, od k t o r ý c h sa očakáva t e x t o v ý v ý s t u p ich obsahu. T á t o v las tnosť bude u ž i t o č n á , na­
koľko je v modeli mnoho d á t o v ý c h š t r u k t ú r , k t o r ý c h obsah je priamo v y ž a d o v a n ý (Sequence, 
Dis tanceMatr ix , TreeStruct a tď) . 
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O b r á z o k 7.2: N a v r h o v a n á logická s c h é m a fylogenetickej knižnice . Smer š ípky znázorňu je 
využ i t i e inš tanc i í t r ied toho k t o r é h o modulu i n ý m modulom. 

7.3.1 S u b s t i t u č n ě m o d e l y 

P r i n á v r h u modulu s u b s t i t u č n ý c h modelov bo l využ i tý stratégy pattern. Tr ieda Dis tan-
ceMat r ix referencuje a b s t r a k t n ú t r iedu M o d e l , k t o r á predpisuje implementovat' m e t ó d u 
count(), ktorej parametrom sú dve generické biologické sekvencie. Vďaka tejto vlastnos­
t i bude m o ž n é meniť modely za behu programu, kód sa sprehľadní a bude m o ž n é voľne 
expe r imen tovať pr i hľadaní na jvhodne j š i eho s u b s t i t u č n é h o modelu pre d a n ú vzorku d á t . 

7.3.2 Sekvencie 

De facto v š e t k y operác ie sa u s k u t o č ň u j ú nad biologickými sekvenciami. A b y bola zabezpe­
čená ľahšia rozšiři telnost ' a voľná kombinác i a j edno t l i vých m e t ó d š ta t i s t icke j ana lýzy sek-
vencií , bo l pre n á v r h tejto čas t i zvolený decorator pattern. P r i rozší rení o n o v ú š t a t i s t i ckú 
ana lýzu , p r í p a d n e o d á t o v ú š t r u k t ú r u , k t o r á priamo v y c h á d z a z biologickej sekvencie, s tač í 
rozšíriť kn ižn icu o n o v ú tr iedu, k t o r á ded í z tr iedy DecoratedSequence. 

7.3.3 D i š t a n č n é a lgor i tmy 

D i š t a n č n é algoritmy m a j ú vždy r o v n a k ú schému - t a k ú , ako znázo rňu jú m e t ó d y abstraktnej 
tr iedy Dis tanceAlgor i thm. V tomto p r í p a d e sa d á s v ý h o d o u použiť template pattern. 
Triedy zdedené od Dis tanceAlgor i thm b u ď dedia gener ickú i m p l e m e n t á c i u svojho predka, 
alebo d o p ĺ ň a j ú algoritmus o detaily. 

7.3.4 Ď a l š i e d á t o v é š t r u k t ú r y a i n é v ý z n a m n é t r i e d y 

Trieda TreeStruct implementuje topo lóg iu fylogenet ického stromu vo forme 2D dátove j 
š t r u k t ú r y . Bude sa s ň o u pracovať p o č a s celej fylogenetickej ana lýzy od chvíle, keď je s trom 
v y t v o r e n ý v p a m ä t i p o č í t a č a . 

Trieda Parameters je i m p l e m e n t o v a n á ako singleton a združu je v š e t k y parametre a 
nastavenia programu. Singleton sa pre tento účel č a s to použ íva , parametre sú to t iž fixne 
d a n é na z a č i a t k u ana lýzy a vyžadu je sa teda ich persistencia v r á m c i celého behu programu. 

43 



Trieda ProgramWrapper implementuje j e d n o d u c h ý wrapper e x t e r n ý c h b i n á r n y c h sú­
borov. Pre každý b i n á r n y s ú b o r sa potom využi je nová i n š t anc i a tejto triedy, ktorej sa 
nadef inujú parametre programu a cesta k nemu. 

7.4 Použi té technológie 

N a i m p l e m e n t á c i u bo l použ i t ý vysokoúrovňový ob j ek tový jazyk P y t h o n . Treba p o d o t k n ú ť , 
že jazyk okrem objektovej paradigmy podporuje aj š t r u k t ú r o v a n ú a naviac funkcionálnú 
paradigmu. Ide o d y n a m i c k ý t y p o v ý jazyk. B o l v y b r a n ý pre vysokú efektivitu pr i p í san í 
kódu , veľmi d o b r ú podporu p r á c e s reťazcami (vďaka jeho " s k r i p t o v a c í m " v l a s t n o s t i a m ) a 
b o h a t é m u v ý b e r u v s t a v a n ý c h knižníc . 

Z e x t e r n ý c h knižníc bola p o u ž i t á kn ižn ica Pycogent 4 [15] a to p r e d o v š e t k ý m na nač í t an i e 
biologických sekvencií a v n i ek to rých krokoch fylogenetickej ana lýzy (napr. algoritmus 
Neighbor - Joining). 

N a vývo j bolo p o u ž i t é vývojové prostredie Eclipse spolu so z á s u v n ý m modulom imple-
m e n t u j ú c i m prostredie pre vývoj v j azyku P y t h o n s n á z v o m P y D e v . 

7.5 Implementácia 

I m p l e m e n t á c i a bola v p ros t r ed í P y D e v rozde lená na 8 bal íčkov. Toto rozdelenie je u r č i t ý m 
konsensom medzi logickým n á v r h o m (obrázok 7.2) a diagramom tried (obrázok 7.3). Opro t i 
logickému n á v r h u p r i d á v a niekoľko p o d p o r n ý c h balíčkov. 

Pozn. : V texte sa ďalej s p o m í n a pojem modul , m á však odl išný v ý z n a m ako pr i logickom 
n á v r h u , v tomto p r í p a d e predstavuje jeden zdro jový súbo r n a p í s a n ý v j azyku Py thon . 
V s t r učnos t i bude na tomto mieste p o p í s a n ý k a ž d ý z bal íčkov spolu s modulmi , k to ré 
obsahuje: 

• Bal íček Algori thms - obsahuje 4 moduly: 

— M o d u l DistanceAlgori thm.py implementuje bázovú tr iedu, k t o r á obsahuje 
m e t ó d y spo ločné pre v š e t k y d i š t a n č n é algoritmy. M e t ó d a LoadSeq() n a č í t a 
sekvencie vo fo rmá te F A S T A pomocou modulu MinimalFas taParser z knižni ­
ce PyCogent . M e t ó d a Al ign( ) z a r o v n á v s t u p n é sekvencie a to tak, že inš tancu je 
tr iedu Musc leCommandl ine z knižnice PyCogent , k t o r á z a p ú z d r u j e komun ikác iu 
s programom M u s c l e 5 . M e t ó d a C o u n t M a t r i x Q nap ln í hodnoty d i š t ančne j matice 
získané pomocou n a s t a v e n é h o s u b s t i t u č n é h o modelu. 

— M o d u l NeighborJoining.py z a p ú z d r u j e vytvorenie fylogenetického stromu pomo­
cou m e t ó d y Neighbor-Joining, využ i tý je modu l nj z knižnice PyCogent 

— Š t r u k t ú r a modulu U P G M A . p y je r iešená podobne ako v p r edoš lom p r í p a d e , 
použ i tý je modu l upgma z knižnice PyCogent 

— M o d u l T D C G je i m p l e m e n t á c i o u v l a s t n é h o algori tmu Top D o w n Cluster ing of 
Groups s ú s t r e d n o u m e t ó d o u SplitQ i m p l e m e n t u j ú c o u r eku rz ívny algoritmus 
uvedený v podsekcii 6.5.1. 

4 z angl. Python the COmparative GENomic Toolkit 
5volhe dostupný na stiahnutie na adrese http://www.drive5.com/muscle/downloads.htm 
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• Bal íček Exceptions - obsahuje 2 moduly i m p l e m e n t u j ú c e užívateľské výn imky , k to ré 
sú vyvo lané pr i chybnom z a d a n í parametrov programu resp. chybnou p r á c o u s d i š ta ­
nčnou mat icou 

• Bal íček Execut ion - obsahuje 2 p o m o c n é moduly, k t o r é s lúžia na k o r e k t n é spraco­
vanie v s t u p n ý c h parametrov programu: 

— M o d u l Parameters.py obsahuje singleton triedu, k t o r á po in š t ancovan í udržu je 
a k t u á l n e parametre programu. 

— M o d u l Formatters.py obsahuje p o m o c n é funkcie, k t o r é pa r su jú z F A S T A hla­
vičky sekvencie jej pr ís lušnosť k skupine. Väčš inou ide o spo ločný prefix v názve . 

• Bal íček Generic - obsahuje 1 modul , a to gener ickú tr iedu Object.py, z ktorej dedia 
vše tky triedy, u k t o r ý c h je p o ž a d o v a n ý t e x t o v ý v ý s t u p 

• Bal íček Matrices - obsahuje modu l Dis taneMat r ix .py imp lemen tu júc i m e t ó d y nad 
d i š t a n č n o u maticou. T ú t o d á t o v ú š t r u k t ú r u využ íva jú v š e t k y i m p l e m e n t o v a n é algo­
r i tmy na fylogenet ickú r ekonš t rukc iu . J e d n o t l i v é po ložky sa u k l a d a j ú do asoc ia t ívne­
ho poľa ( v s t a v a n ý typ dictionary), kde kľúčom k n i m je vždy dvojica (v s t avaný typ 
tuple) reťazcov. 

• Bal íček Models - obsahuje 5 modulov, k t o r é i m p l e m e n t u j ú j edno t l ivé modif ikované 
s u b s t i t u č n ě modely zo sekcie 6.4. 

• Bal íček Sequences - spolu 3 moduly; i m p l e m e n t á c i a p reddef inovaných skup ín sek-
vencií v module GenericSequence.py a jeho deko rá to r zabezpeču júc i f rekvenčnú 
ana lýzu v module FrequenceAnalysis.py. P r i imp lemen tác i i bola v y u ž i t á vlast­
nosť jazyka Py thon , tzv. first class functions, k t o r á u m o ž ň u j e pr i raďovať za behu 
programu i n š t a n č n é m e t ó d y objektu, tak, ako keby šlo o i n š t a n č n é p r e m e n n é . B o l a 
i m p l e m e n t o v a n á funkcia na f rekvenčnú a n a l ý z u nukleotidov - nucleotide-analysis() 
a funkcia na f rekvenčnú a n a l ý z u proteinov - protein-analysisi). Podľa v s t u p n ý c h 
parametrov Scl clZ Zcl behu programu rozhodne, k t o r á z funkcií sa p r i r ad í a spus t í ako 
i n š t a n č n á m e t ó d a objektu Frequence A n á l y sis. P o d o b n ý p r inc íp bo l využ i t ý aj p r i 
imp lemen tác i i bootstrapingu. Pokiaľ je ak t ivovaný bootstraping, k in š t ančne j m e t ó ­
de tr iedy GenericSequenceQ sa p r i r ad í špec iá lny i t e r á to r , k t o r ý v y b e r á j edno t l ivé 
prvky (pozične špecifické vektory) n á h o d n e . Pokiaľ t á t o špec iá lna i t e r á t o r o v á m e t ó d a 
nie je ak t ivovaná , i t e r á t o r vracia p rvky v š t a n d a r d n o m po rad í . 

• Bal íček Wrappers - v a k t u á l n o m stave i m p l e m e n t á c i e obsahuje tento bal íček modu l 
Consense.py, k t o r ý z a p ú z d r u j e komun ikác iu s programom consense z bal íčka P h y l i p . 
Využ íva p r i t o m v s t a v a n ú kn ižn icu na s p ú š t a n i e podprocesov subprocess. 

Pozn. : Bal íček Algori thms obsahuje eš te naviac modu l NeighborJoiningModif .py, 
k t o r ý je vlastnou i m p l e m e n t á c i o u algori tmu Neighbor-joining s v y u ž i t í m rep rezen tác i e stro­
m u vo forme d v o j d i m e n z i o n á l n e h o poľa (v imp lemen tác i i je to pole asoc ia t ívnych pol í ) , 
t eó r i a viď časť 6.6.1. V súčasnej imp lemen tác i i ide o e x p e r i m e n t á l n y modul , k t o r ý nebol 
využ i tý na z ískavanie výs ledkov z reá lnych d á t (kapitola 8). 

V ý s l e d k o m i m p l e m e n t á c i e je p řenos i t e lná konzolová apl ikácia . V s t u p n ý m bodom prog­
ramu je skript analysis.py, k t o r ý inš tanc iu je algoritmy fylogenetickej ana lýzy z bal íčka 
Algorithms. P rogram v závislost i od v s t u p n ý c h parametrov vygeneruje dva stromy vo 
fo rmá te N E W I C K - or ig iná lny s trom a konsensuá lny s trom s b o o t s t r a p o v ý m i hodnotami. 
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N a porovnanie t ý c h t o stromov sa v súčasnos t i použ íva program rbvotree^. P r í k l a d y použi ­
t ia , popis j edno t l i vých parametrov a n i ek to ré testovacie d á t a sú k dispozíci í na p r i loženom 
C D (viď ad re sá řová š t r u k t ú r a v pr í lohe) . 

6dostupný na http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py 
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Kapitola 8 

Praktická aplikácia vytvorených 
algoritmov 

K a p i t o l a popisuje nasadenie n a v r h n u t ý c h m e t ó d pr i r iešení n i ek to rých p r ak t i ckých prob lé ­
mov. 

8.1 Určovanie fylogenetického stromu ľudskej populácie 

N a overenie funkčnost i a robustnosti algori tmu bola v y t v o r e n á na s l edovná p r í p a d o v á š túd i a : 
Získať väčšie m n o ž s t v o sekvencí m i t o c h o n d r i á l n e j D N A ľudskej popu lác i e z rôznych ob las t í 
zemegule a vytvor iť na zák l ade tejto vzorky d á t agregovaný fylogenetický strom. Výs ledok 
porovnať s niektorou už prezentovanou š túd iou . 

8.1.1 M i t o c h o n d r i á l n a D N A 

M i t o c h o n d r i á l n a D N A sa n a c h á d z a v m i t o c h o n d r i á c h každej bunky ľudského tela, je teda 
súčasťou mimojadrovej genetickej informácie . Ľ u d s k á m i t o c h o n d r i á l n a D N A m á veľkosť 
16 569 p á r o v báz , obsahuje celkom 37 génov, z toho 24 p r e s t a v u j ú gény pre n e k ó d u j ú c u 
R N A . V p r í p a d e m t D N A d o c h á d z a u živočíchov k tzv. m a t e r i á l n e j ded ičnos t i - gene t ická 
informácia je d e d e n á po matke. T ý m p á d o m n e d o c h á d z a k rekombinác i i D N A obidvoch 
rodičov a teda m t D N A sa p r e s ú v a z rod iča (matky) na potomka v nezmenenom stave. 
P r á v e vďaka tomuto špecifiku je ča s to v y u ž í v a n á na rôzne genet ické ana lýzy a kvôli pomerne 
vysokému podielu m u t á c i í oproti jadrovej D N A aj na popis migrác ie ľuds tva a vo forenznom 
inžiniers tve . 

8.1.2 M e t o d i k a v ý b e r u a spracovania d á t 

Prehľad p o u ž i t ý c h sekvencií u d á v a t a b u ľ k a 8.1. Väčš ina bola z í skaná zo zdroja [ ] (ak je 
tomu inak, je referencia na sekvencie u v e d e n á priamo v t abuľke) . D o d a t o č n e bola prida­
n á skupina sekvencií š i m p a n z o v (Chimpanzee), k t o r á m á slúžiť ako outgroup. Pracuje sa 
s predpokladom, že p r i e m e r n á v n ú t r o s k u p i n o v á vzdialenosť sekvencií jedincov, k to r í pochá ­
dza jú z rovnakého svetadiela / kontinentu, je nižšia ako vzdia lenosť reprezentantov dvoch 
odl išných preddef inovaných skup ín . 

Nakolko je veľkosť m i t o c h o n d r i á l n e h o g e n ó m u príliš velká na a n a l ý z u v bežných pod­
mienkach (obzvlášť v i a c n á s o b n é zarovnanie je mimoriadne časovo n á r o č n é ) , bola v y b r a n á 
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D á t a P r e d d e f i n o v a n á skupina P o č e t s e k v e n c i í 
European (Kiv is i ld ) 

Sardinian (Fraumene) 
Ital ian (Achi l l i ) 

Europe 215 

Papua New Guinean (Ingman) 
Melanesian (Kiv is i ld ) 
Aus t ra l i an (Ingman) 

Aus t ra l i a /Ocean ia 41 

Japanese (Tanaka) 
Chinese (Kong) 

East A s i a 720 

Amer i can [9] A m e r i c a 5 
Afr ican [10] Afr ica 4 

Tabuľka 8.1: Zoznam sp racovávaných sekvencií ľudskej m i tochondr i á lne j D N A (even tuá lne 
s menom osoby, k t o r á kolekciu zozbierala, pokiaľ je z n á m e ) spolu so skupinami, do k t o r ý c h 
bol i v ložené a p o č t o m sekvencií , k t o r é obsahu jú 

z každej sekvencie vysoko po lymor fná oblasť o velkosti p r ib l ižne 200 bp (pozícia 7900 až 
8100). 

D á t a prešli v š e t k ý m i š t y r m i k rokmi fylogenetickej ana lýzy pomocou d i š t a n č n é h o algo­
r i tmu (popis viď sekcia 6.2). Zarovnanie bolo p r evedené pomocou algori tmu Clus t a l (popis 
viď podsekcia 2.4.1). N a preddef inované skupiny sekvencií ( tabulka 8.1) bola aplikova­
n á f rekvenčná ana lýza a ná s l edne modi f ikovaná metr ika p vzdialenosti (obsah logari tmu 
v rovnici 6.2. Výs l ednú mat icu vzd ia lenos t í po tom spracoval algoritmus neighbor-joining, 
ohodnotenie b o o t s t r a p p o v ý m i hodnotami bolo p r evedené tak, že sa vy tvo r i l konsensuá l -
ny s trom z 500 rôznych repl ikáci í pôvodne j vzorky d á t a jeho b o o t s t r a p p o v é hodnoty sa 
nás l edne pr i radi l i k p ô v o d n é m u stromu. 

8.1.3 D o s i a h n u t é v ý s l e d k y 

Výs ledok fylogenetickej ana lýzy pomocou modi f ikovaného algori tmu zobrazuje ob rázok 8.2. 
Skupina Chimpanzee bola u m i e s t n e n á ako tzv. outgroup na zakorenenie stromu. Získaná 
topo lóg ia sa zhoduje s topo lóg iou zverejnenou v š túd i i časop isu Science [ ], k t o r á je zobra­
zená na o b r á z k u 8.1. S p o m í n a n á š t ú d i a v y c h á d z a l a z ú p l n e rozdielnych d á t , išlo o vzorky 
51 populác i i , k t o r é dovedna obsahovali 650 000 lokusov s v ý s k y t o m j e d n o n u k l e o t i d o v ý c h 
polymorfizmov. Získanú topo lóg iu na o b r á z k u 8.2 naviac p o d p o r u j ú vysoké b o o t s t r a p p o v é 
hodnoty, z čoho sa d á usúdiť , že p o u ž i t á modif ikácia je pre tento účel z m y s l u p l n á a môže 
byť eš te v b u d ú c n o s t i p r i podobnej ana lýze n á p o m o c n á . Výs l edky u v e d e n é v tejto kapitole 
b u d ú pub l ikované na konferencii H C I I 2011 [ ]. 

Kvôli porovnaniu bo l ďalej v y t v o r e n ý fylogenet ický s trom pomocou konsensuá lnych sek­
vencií . Parametre algori tmu bol i n a s t a v e n é rovnako ako v p r edoš lom p r í p a d e (p-vzdialenosť, 
Neighbor-joining, 500 b o o t s t r a p o v ý c h replikácii) Topológia fylogenet ického stromu zreko­
n š t r u o v a n é h o na zák lade konsensuá lnych sekvencií (obr. 8.3) n e z o d p o v e d á topologii s tromu 
v s p o m í n a n e j š túd i i (obrázok 8.1; [17]), a teda ani stromu z í skaného pomocou v l a s t n é h o 
modif ikovaného algori tmu (obr. 8.2, popis algori tmu viď sekcia 6.4). 

Do pozornosti treba dať z á m e n u uzlov Europe a American. Nere levan tnoť zh luku 
East-Asia s Europe podporuje n ízka b o o t s t r a p o v á hodnota. Z porovnania stromu z kon­
sensuá lnych sekvencií (obr. 8.3) a s tromu v y t v o r e n é h o modi f ikovaným algori tmom (sekcia 
6.4) je z r e j m ý p r í n o s i m p l e m e n t o v a n é h o r i e š e n i a a potvrdzuje sa t ý m z á r o v e ň 
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Papuan 
-Melanesian 
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-Pima 

—Surui 
-Karitiana 

-Colombian 
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—Y izu 
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—Burusho 
Kalash 

•Pathan 
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—Adygei 
Russian 
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-Dai 
-Cambodian 

£ French 
—Basque 
—Italian 
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—Druze 
Palestinian 

1—Bedouin 

Yoruba 
Mandenka 

^Mozabite 

Bantu 
Biaka Pygmies 
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-Sa n 

O b r á z o k 8.1: Fy logene t i cký s trom zo š t ú d i e zverejnenej v časopise Science 

Q Africa 
Chimpanzee 

< East Asia 
' America 

• Australia/Oceania 
Europe 

0.1 

O b r á z o k 8.2: Získaný fylogenet ický strom, farby j edno t l i vých uzlov ko re špondu jú so stro­
m o m z o b r á z k u 8.1 tak, aby bolo vidieť zhodu v topologii . 

h y p o t é z a , ž e je d ô l e ž i t é u d r ž i a v a ť i n f o r m á c i u o v š e t k ý c h prvkoch preddefinova­
n é h o zhluku. 

Pozn. : D á t a bol i ana lyzované aj a lgori tmom T D C G , v izual izované v ý s t u p y s k r á t k y m 
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k o m e n t á r o m sú k dispozíci í na p r i l oženom C D . 

35 
74 

100 

• East_Asia 
- Európe 
- Australia_Oceania 
- American 
- Afričan 
• Chimpanzee 

O b r á z o k 8.3: S t rom ľudskej popu lác i e z í skaný z konsensuá lnych sekvencií 

8.2 Určovanie fylogenetického stromu rast l ín z rodu Eleocha-
ris 

8.2.1 P o p i s d á t a z v o l e n é m e t ó d y 

Ide o sekvencie tzv. v n ú t o r n ý c h p řep i sovaných medze rn íkov ( I T S 1 ) r a s t l í n z rodu Eleocha-
ris. Tie to sekvencie sa veľmi čas to použ íva jú na odvodzovanie evolučných vzťahov . N a 
a n a l ý z u bo l zvolený algoritmus Neighbor-joining, Tamurov t r o j p a r a m e t r o v ý s u b s t i t u č n ý 
model, p o č e t repl ikáci i pre bootstraping bo l 500, m e t ó d a pre tvorbu konsensuá lneho stro­
mu bola Majority-rule consensus (viď sekciu 3.4). Modifikovanej m e t ó d e bolo pred ložené 
rozdelenie do 17 skup ín podľa zna los t í experta. 

8.2.2 I n t e r p r e t á c i a d á t 

Výs ledok fylogenetickej ana lýzy modifikovanou m e t ó d o u znázorňu je o b r á z o k 8.4 vľavo. Far­
by j edno t l i vých uzlov p ravého stromu (kde bol i evolučné vzťahy o d v o d e n é š t a n d a r d n o u 
Tamurovou metr ikou a neboli def inované p reddef inované zhluky) z o d p o v e d a j ú f a r b á m prí­
s lušných agregovaných uzlov stromu ľavého. N a zakorenenie bo l použ i t ý podst rom skup ín 
sekvencií CELI a INTI, p r e tože tieto sekvencie (zhluky) r ep rezen tu jú bazá lne druhy rodu 
Eleochari . 

Fy logene t i cký s trom z á s t u p c o v rodu Eleocharis o d v o d e n ý pomocou modifikovanej met­
r iky z o d p o v e d á dopos iaľ p u b l i k o v a n ý m p r á c a m o fylogenézii Eleocharis ([27],[24]), kde sú 
jasne v y m e d z e n é 4 podrody: L imnoch loa ( C E L I , I N T I ) , Zinserlingia (QI, Q ) , Sc i rp id ium 
(AI) a Eleocharis (CI , 01 , M C I , P I , V I , 2891, M I A U I , U I , SI, 1771). V r á m c i podrodu Ele­
ocharis sa naviac vymedzuje sekcia Eleocharis, k t o r á je so silnou bootstrapovou podporou 
(99 %) o d d e l e n á aj v p r í p a d e stromu za loženom na modifikovanom algoritme (shluky X I , 
M C I , V I , P I , 2891, M I , A U I , U I , SI, 1771). Sekcia Eleocharis naviac v zhode s p r e d c h á d z a ­
júc imi p r á c a m i obsahuje aj druh M C I (Eleocharis macrostachya; obr. 8.4 vlevo), k t o r ý je 
r ep rezen tovaný dvoma sekvenciami, z nich len jedna s p a d á do sekcie Eleocharis (obr. 8.4 
vpravo). P o d o b n ú s i tuác iu sa d á vysledovat' v r á m c i sekcie Eleocharis v p r í p a d e poddruhov 
U I a SI (Eleocharis uniglumis poddruh uniglumis a Eleocharis uniglumis poddruh sterne-
ri) , k t o r é tvoria silne p o d p o r o v a n ú skupinu (bootstrap 90%; obr. 8.4 vľavo), napriek tomu 
že k a ž d á z dvoch sekvencí poddruhu U I s p a d á do rozdielnych skup ín (obr. 8.4 vpravo). 

1skratka pre internal transcribed spacer 
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M o ž n o teda celkovo skonš ta tovať , že modi f ikovaná Tamurova metr ika n á m dala r e l evan tné 
výs ledky a na a n a l ý z u p o d o b n é h o typu d á t je v h o d n á . 
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CELI1-T7promoter 

CELI3-T7promoter 

CELI9-T7promoter 

CELI5-T7promoter 

CELI6-T7promoter 

CELI4-T7promoter 

CELI2-T7promoter 

CELI10-T7promoter 

CELI7-T7promoter 

CELI8-T7promoter 

O b r á z o k 8.4: Porovnanie stromu v y t v o r e n é h o pomocou modi f ikovaného modelu Tamuru 
na zhlukovanie p reddef inovaných zhlukov (vľavo) a s tromu v y t v o r e n é h o š t a n d a r d n ý m spô­
sobom 
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Kapitola 9 

Integrácia vytvorených nástrojov 

J e d n ý m z d o d a t o č n e vy týčených cieľov p r á c e je p o s k y t n ú ť užívateľovi p rehľadné grafické 
užívateľské rozhranie d o s t u p n é z webu. Po d ô s l e d n o m zvážení a konzul tác i i so zadáva teľom 
projektu bo l zvolený s y s t é m Mobyle [26] ako prostriedok na zverejnenie vytvorenej apl ikácie 
a na generovanie p o t r e b n é h o rozhrania k užívateľovi. 

A k o už bolo s p o m e n u t é v sekcii 4.3, ide o b io in format ický framework a webový p o r t á l . 
V tejto kapitole bude s y s t é m p o p í s a n ý z pohľadu a d m i n i s t r á t o r a a p r o g r a m á t o r a , zameria 
sa teda na jeho š t r u k t ú r u a ďalej popis inš ta lác ie a postupu pr i in tegrovan í novej apl ikácie 
do sy s t ému . 

9.1 Systém Mobyle 

S y s t é m Mobyle bo l v y t v o r e n ý s cieľom splniť nas l edovné z á k l a d n é koncepty: 

1. Vytvorenie r o v n a k é h o u ž í v a t e ľ s k é h o rozhrania pre r o z l i č n é programy a ich 
spojenie do spo ločného sy s t ému . Moby le je n a v r h n u t ý tak, aby u mo žn i l združen ie 
prakt icky n e o b m e d z e n é h o m n o ž s t v a b io in format ických aplikácii pod "jednou stre­
chou" . 

2. Vytvorenie p e r z i s t e n t n é h o p r a c o v n é h o priestoru (workspace). S y s t é m umo­
žňuje jednak p r í s t u p do s y s t é m u ako hosť, ako aj vytvorenie užívateľského ú č t u . Uží­
vateľský úče t umožňu je t rva lé uloženie ana lyzovaných d á t a výsledkov, k u k t o r ý m je 
m o ž n é sa jednoducho vrá t iť . 

3. Popis r o z h r a n í pomocou X M L . V š e t k y d á t a v r á t a n e popisu programov, definícií 
s lužieb a užívateľského p r a c o v n é h o priestoru sú u ložené vo f o r m á t e X M L . 

4. D i s t r i b ú c i a programovej s l u ž b y po sieti. P rogram in tegrovaný do s y s t é m u ne­
musí mať len lokálnu funkciu. Vďaka funkcional i tě Moby le Net je m o ž n é programy 
d is t r ibuovať do vzd ia lených inš ta lác i í s y s t é m u Mobyle . K a ž d á inš ta lác ia s y s t é m u te­
da m ô ž e pozos távať zo série lokálnych s lužieb a t ak ý ch , k t o r é sa spúšťa jú vzdialene 
z ú p l n e iného uložišťa [26]. 

9.1.1 K o m p o m e n t y s y s t é m u 

O b r á z o k 9.1 zobrazuje z á k l a d n é komponenty s y s t é m u a ich v z á j o m n é prepojenie. 
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Web server 

Web Portal 
(user interface) 

Network Remote 
Access 

Core Server 

Jobs management 

Users management 

A d m i n i ­

stration 

Execution 
enviroment 

Submission system 

Bio-Programs 

B'j'o Banks 

O b r á z o k 9.1: Š t r u k t ú r a s y s t é m u Mobyle , p r e v z a t é z [26] 

9.2 Inštalácia a konfigurácia 

Prerekviz i tou k úspešne j inš ta lác i i s y s t é m u Moby le je o p e r a č n ý s y s t é m na báze U n i x a 
server A p a c h e 1 . Ďalej je to z á k l a d n á inš ta lác ia jazyka P y t h o n vo verzii 2.5 spolu s ba l í čkami 
u v e d e n ý m i v t abuľke 9.1. 

B a l í č e k H l a v n á funkcia 
simpletal , verzia > = 4.1 
4suite, verzia > = 1.0.2 
simplejson 
python imaging l ibrary 
P y C A P T C H A 
l ibxml2 
siginterrupt 

šab lónovac í jazyk 
spracovanie X M L 
J S O N e n k o d é r / d e k o d é r pre P y t h o n 
kn ižn ica na spracovanie ob rázkov pre P y t h o n 
framework pre P y t h o n na tzv. C A P T C H A testy 
parser pre X M L 
rozhranie v j azyku python pre s y s t é m o v ú funkciu siginterrupti) 

Tabulka 9.1: Zoznam p y t h o n o v s k ý c h bal íčkov p o t r e b n ý c h pre inš t a l ác iu s y s t é m u Mobyle 

Pozn. : Bližší popis technológi í z tabulky 9.1 a odkazy na stiahnutie m o ž n o nájsť na 
s t r á n k a c h s y s t é m u M o b y l e 2 . 

Naviac je p o t r e b n á u t i l i tka squizz 3 , k t o r á slúži na prevod medzi f o r m á t m i sekvenci í a 
za rovnan í . 

S a m o t n á inš t a l ác ia je potom j e d n o d u c h ý a u t o m a t i z o v a n ý proces, k t o r ý sa spus t í nasle­
d o v n ý m pr íkazom: 

python setup.py instal l 
- ins ta l l -core=/pa th /where / to / ins ta l l / core / files 
- ins ta l l -cgis=/path / where / to / ins ta l l / cgis / files 
- ins t a l l -h tdocs= /pa th /where / to / ins ta l l /h tml / files 

• po ložka ' - install-core ' u rčuje umiestnenie jadra apl ikácie a k nemu pr is lúchajúce j do­
k u m e n t á c i e a p r ík l adov 

• po ložka ' - instal l-cgis ' u rčuje umiestnenie cgi skriptov, k t o r é spúšťa webový server 

1ide o open-source http server, bližšie informácie na http://httpd.apache.org/  
2https://projets.pasteur.fr/wiki/mobyle/ 
3dostupná na ftp://ftp.pasteur.fr/pub/gensoft/projects/mobyle/ 
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• po ložka ' - instal l-htdocs ' u rču je koreňový a d r e s á r pre umiestnenie h tml súbo rov por­
t á lu , užívateľských sedení a p r o g r a m o v ý c h definícií (viď ďalej) 

9.2.1 K o n f i g u r á c i a p o r t á l u 

N a konfiguráciu p o r t á l u existuje vzorový súbor , k t o r ý je u ložený v ad resá r i E x a m p l e / L o c a l / C o n f i g / C o n f i g . 
a je n u t n é ho prekopí rovať do Loca l /Conf ig /Conf ig .py a uprav iť podľa v l a s tných potrieb. 
U p r a v e n á verzia konf iguračného s ú b o r u spolu s k o m e n t á r o m k j e d n o t l i v ý m p o l o ž k á m je na 
p r i loženom C D nosiči. 

P o r t á l disponuje t roma d ruhmi služieb: 

• programami, 

• workflow procesmi 

• a pohľadmi (viewers). 

V š e t k y t r i sa definujú pomocou jazyka X M L . Ďalej bude d i s k u t o v a n á p r o g r a m o v á s lužba 
p o r t á l u . 

9.3 Integrácia nových me tód 

Do p o r t á l u Moby le m o ž n o in tegrovať ľubovoľnú konzolovú apl ikáciu spus t i t eľnú v b e ž i a c o m 
o p e r a č n o m s y s t é m e . X M L sa v tomto p r í p a d e využ íva na: 

• popis, ako invokovať program ( p r o g r a m o v ý wrapper) 

• popis, ako zobraziť j edno t l ivé nastavenia programu vo formulár i , p r í p a d n e ako zobra­
ziť v ý s t u p y programov 

• s é m a n t i c k ú kontrolu h o d n ô t a parametrov programu. 

K o r e ň o v ý m elementom programovej definície je tag program. Jeho obsah je rozde lený 
do dvoch čas t í : 

• h lavička (tag head) obsahuje z á k l a d n é informácie o programe (názov, verzia, autor, 
umiestnenie v r á m c i hierarchie aplikácií atď.) 

• tag parameters, k t o r ý obsahuje popis v s t u p n ý c h d á t , popis m o ž n ý c h n a s t a v e n í prog­
ramu, predpis, ako vytvor iť pr íkaz na spustenie s lužby a tď. 

9.4 Integrácia vlastnej implementácie 

Pre účely in tegrác ie bo l s v y u ž i t í m v y b r a n ý c h modulov fylogenetickej knižnice v y t v o r e n ý 
spus t i t e lný skript s n á z v o m distmatgroups, k t o r ý n a h r á d z a p ô v o d n ý program distmat. Ten 
na vstupe p r i j íma z a r o v n a n é sekvencie a ich pr ís lušnosť k skupine (spravidla je pr ís lušnosť 
danej sekvencie do skupiny dopredu u r č e n ý m s p ô s o b o m z a k ó d o v a n á do hlavičky F A S T A ) . 
O b r á z o k 9.2 znázorňu je pozíc iu v y t v o r e n é h o skr ip tu z hľadiska celkového behu analýzy. P o 
za rovnan í sekvencií sa beh rozdel í na dve čas t i : 

• ľavá vetva generuje or ig iná lny fylogenet ický s trom - vy tvor í d i š t a n č n ú mat icu skup ín 
pomocou distmatgroups a zanalyzuje pomocou programu neighbor, k t o r ý z a h ŕ ň a 
algoritmy N J alebo U P G M A 
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• p r a v á vetva vygeneruje pomocou distmatgroups n pseudovzoriek a z nich n d i š t an ­
čných m a t í c , tie spracuje program neighbor a vy tvo r í n stromov, z k t o r ý c h nás l edne 
program consense vy tvor í konsensuá ly s trom s b o o t s t r a p o v ý m i hodnotami 

• ľavá a p r a v á vetva sa spoja v programe rbvotree, k t o r ý p o r o v n á or ig iná lny s trom a 
konsensuá lny s trom a p r i r ad í o r ig iná lnemu stromu b o o t s t r a p o v é hodnoty 

• s t rom sa nás l edne vizualizuje pomocou programu newicktops a uloží sa vo fo rmáte 
Pos tScr ip t 4 

Pre programy muscle, neighbor, rbvotree, consense a newicktops existuje popis ich roz­
hrania vo f o r m á t e X M L pre Moby le ( 5 , resp. na p r i loženom C D ) , pre program distmatgroups 
musel byť tento popis v y t v o r e n ý (viď pr i ložené C D ) . 

distmatgroups distmatgroups (bootstrap on) 

rbvotree 

O b r á z o k 9.2: Workflow n á s t r o j o v na fylogenet ickú ana lýzu podľa d i š t ančne j matice s in -
k o r p o r o v a n ý m v l a s t n ý m b io in fo rma t i ckým n á s t r o j o m 

S y s t é m Mobyle bo l podľa popisu ú s p e š n e n a in š t a lo v an ý a konf igurovaný na lokálnej 
inš ta láci í s y s t é m u Ubun tu . V ďalšom kroku bude u m i e s t n e n ý do siete W W W pre potreby 
M g r . Zedka. 

4formát na grafický popis tlačiteľných dokumentov 
5dostupné na ftp://ftp.pasteur.fr/pub/gensoft/projects/mobyle/ 
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Kapitola 10 

Rozšírenia do budúcnosti 

T á t o kapitola popisuje niekolko možnos t í , a k ý m s p ô s o b o m rozšíriť a vylepšiť p r ezen tované 
r iešenie. Ďalej zah rňu je n á m e t y na n á v r h nových algoritmov. 

10.1 Por tá l Mobyle 

D l h o d o b ý m z á m e r o m autora predloženej p r á c e je uviesť p o r t á l Moby le do chodu v r á m c i 
n i ek to rého zo serverov F I T na V U T v Brne . Vďaka tomu by bolo m o ž n é postupne pr idávať 
ďalšie b io informat ické n á s t r o j e ( nap r ík l ad tie, v y t v o r e n é v r á m c i š t u d e n t s k ý c h p r á c ) . Tento 
krok by uľahčil distribuovanie aplikácií medzi b io in fo rmat ickú komunitu , a teda by priniesol 
aj rýchlejš iu s p ä t n ú v ä z b u zo strany užívateľov a na omnoho väčšej vzorke. 

10.2 Kódovanie stromu 

N a v r h n u t é kódovan ie fylogenet ického stromu pomocou d v o j d i m e n z i o n á l n e h o poľa (matice, 
viď 6.6.1) sa j av í ako v h o d n á d á t o v á š t r u k t ú r a pre ďalšie použ i t i e . Myšl ienky, k t o r é by 
mohl i byť ďalej rozví jané: 

• T v o r b a g e n e t i c k é h o algoritmu. J e d n o t l i v é r iadky matice sa d a j ú in t e rp re tovať ako 
b i n á r n e čísla. T ie sú v h o d n é na kódovan ie c h r o m o z ó m u pr i evolučných algoritmoch a 
jeho n á s l e d n ú m a n i p u l á c i u (kríženie, m u t á c i e ) . Naviac obsahuje toto kódovan ie pres­
né séman t i cké p rav id lá , t a k ž e by nebolo zloži té v y h o d n o t i ť zmysluplnosť z í skaného 
r iešenia. Znalost i z evolučnej teór ie by sa dal i využiť p r i zos t ro jen í fitness funkcie -
kval i ta r iešenia by sa posudzovala n a p r í k l a d na zák l ade s ú č t u dĺžok vše tkých h r á n 
stromu. 

• Kompres ia f y l o g e n e t i c k ý c h stromov. Podobne ako v p r e d c h á d z a j ú c o m bode, aj 
v tomto p r í p a d e sa na mat icu fylogenetického stromu hľadí ako na b i n á r n y kód, resp. 
sled jednotiek a núl . V p r í p a d e rozsiahlejš ieho stromu m a j ú tieto sledy n e z a n e d b a t e ľ n ú 
veľkosť a je d o b r á š a n c a znížiť ich p r i e s to rovú zložitosť, n a p r í k l a d pomocou algori tmu 
R L E 1 . 

x z anglického Run-length encoding, jednoduchý algoritmus na dátovú kompresiu využívajúci dlhé sledy 
rovnakých hodnôt 
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10.3 Identifikácia pomocou preddefinovaného zhluku 

V celej p rác i bo l zvažovaný p r í s t u p , kde sa zo skupiny sekvencií vy tvor í sekvenčný profil a 
s n í m sa ďalej pracuje (kapitola 6). D á sa však formulovať aj iný p rob lém: 
Máme k dispozícii niekoľko sekvenčných profilov a naviac sekvenciu, ktorej pôvod je nám 
neznámy. Chceme zistiť, ktorej zo skupín je najbližšie. 
V y c h á d z a sa z predpokladu, že sekvenčný profil v sebe obsahuje informáciu o väčšom mno­
žs tve sekvencií a t ý m p á d o m nepriamo aj informáciu o konzervovaných úsekoch, k t o r é sa 
m ô ž u p rek rývať so s k ú m a n o u sekvenciou. 

10.4 Rozšírenie algoritmov na zhlukovanie preddefinovaných 
skupín 

Jadrom p r á c e bo l n á v r h r iešenia na zhlukovanie preddef inovaných skup ín . K tejto prob­
lematike m o ž n o vyvinúť eš te iné r iešenia . A k o už bolo s p o m e n u t é v sekcii 10.2, gene t ický 
algoritmus je jedno z nich. Naviac m o ž n o aplikovať iné m e t ó d y fylogenetickej ana lýzy - na­
pr ík lad znakové . Z á k l a d n ý m p r o b l é m o m však aj v tomto p r í p a d e zos táva , ako reprezen tovať 
preddef inovaný zhluk v ana lýze a ako definovať vzťahy medzi n imi . 

10.5 Paralelizácia výpoč tu 

A k o naznaču je o b r á z o k 9.2, v ý p o č e t prebieha v istej fáze v dvoch, na sebe nezávis lých 
ve tvách . Tento proces by sa dal paralel izovať na dva procesory, ak sa naviac zváži, že 
s a m o t n é generovanie a spracovanie pseudovzoriek v pravej vetve (obrázok 9.2) je na sebe 
nezávislé, m o ž n o využiť viac ako dva procesory a podľa toho uprav iť algoritmus. Tento 
krok môže zvýšiť efektivitu v ý p o č t u . 
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Kapitola 11 

Záver 

Jadro predloženej p r á c e prezentuje či tateľovi nový p r í s t u p k fylogenetickej ana lýze biologic­
kých sekvenci í . Ide o špecifické m e t ó d y , keď je predmetom ana lýzy odvodenie evolučných 
vzťahov medzi ce lými skupinami sekvenci í . Tento p r í s t u p , ako bolo u k á z a n é , poskytuje 
biológovi nový pohľad na evolučné vzťahy medzi organizmami. 

D ip lomová p r á c a sa z a o b e r á veľmi rozsiahlou oblasťou bioinformatiky. A n i zďaleka ne­
bol i p r e d s t a v e n é v š e t k y d o s t u p n é m e t ó d y a mechanizmy moleku lá rne j fylogenetiky. Pred­
nosť pr i popise a t ý m p á d o m aj p r i samotnej imp lemen tác i i dostali tie, k t o r é sú overené 
praxou (z hľadiska výkonnos t i aj relevantnosti v ý s t u p o v ) , a teda využ ívané M g r . Fran­
t i š kom Zedkom, k t o r ý dohliadal na celý priebeh a smerovanie v y t v o r e n é h o textu ako aj 
i m p l e m e n t o v a n ý c h m e t ó d a poskytol cenné in t e rp re t ác i e v y t v o r e n ý c h v ý s t u p o v . 

Z pohľadu teór ie bo l výk l ad z a m e r a n ý p r e d o v š e t k ý m na dve oblasti: v i a c n á s o b n é zarov­
nanie a s u b s t i t u č n ě modely. Toto zameranie bolo úče lné . V i a c n á s o b n é zarovnanie je mimo­
riadne n á r o č n o u ope rác iou z hľadiska časovej z loži tost i , a preto v značne j miere ovplyvňuje 
celkovú dobu fylogenetickej ana lýzy (pokiaľ nie sú k dispozíci i už z a r o v n a n é sekvencie). 
P r á v e s u b s t i t u č n ě modely tvoria t eo re t i cký zák l ad v l a s t n é h o rozš í ren ia odhadu evolučnej 
vzdialenosti p reddef inovaných zhlukov (kapitola 6). 

V závere p r á c e bo l p r e d s t a v e n ý s y s t é m Mobyle a in tegrác ia v y t v o r e n é h o programu do 
tohto b io in format ického p o r t á l u . Tento p o r t á l poskytuje pre b iológa veľmi silný n á s t r o j , 
nakolko umožňu je veľmi úče lne kombinovať j edno t l ivé analýzy. 

Nespochybn i t e ľným p r í n o s o m tejto p r á c e je n á v r h modifikovanej metr iky na po rovnáva ­
nie p reddef inovaných zhlukov pomocou matemat iky a š ta t i s t iky . P r e z e n t o v a n é modifikácie 
modelov Jukes-Cantor, Tamura, K i m u r a a PC-vzdia lenos t i v kombinác i i s konvenčnou me­
t ó d o u Neighbor-joining d á v a j ú v praxi veľmi d o b r é výsledky, lepšie, ako konvenčné m e t ó d y 
(tvorba konsensuá lne j sekvencie, n á h o d n ý v ý b e r ) . Naviac sú širšie použi teľné , ako sa pô­
vodne predpokladalo, fungujú to t i ž rovnako dobre pre ľudskú m i t o c h o n d r i á l n u D N A ako 
aj pre sekvencie z r a s t l i n n é h o g e n ó m u 8. Výs l edky p r á c e bol i p r e z e n t o v a n é na v iacerých 
konferenciách ( E D S [ ] a E E I C T [33]) a na m e d z i n á r o d n e j konferencii H C I I [35]. 
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Dodatok A 

Obsah CD 

Pr i ložené C D obsahuje nas l edovné ad resá re : 

• src - obsahuje zdrojové s ú b o r y programu a kn ižn icu PyCogent 

• text - obsahuje text p r á c e a zdrojové s ú b o r textu p r á c e s y s t é m u D T g X 

• doc - obsahuje p r o g r a m o v ú d o k u m e n t á c i u a m a n u á l k apl ikáci i 

• config - obsahuje konf iguračný s ú b o r Config.py pre p o r t á l Moby le a X M L 
rozhrania 

• mobyle - obsahuje zdro jové s ú b o r y Mobyle -1 .0 .RC1 

• outputs - obsahuje v ý s t u p y v y t v o r e n ý c h algoritmov zvere jnené v texte a ďalšie 

• inputs - obsahuje v y b r a n é v s t u p n é d á t a s rozde len ím do skup ín 
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