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ABSTRAKT

Prace je zamétena na studium a popis evolu¢nich modeld pro vyhodnoceni evolucni vzdalenosti
DNA sekvenci a proteinovych sekvenci v aminokyselinové a kodonové reprezentaci. V ramci
této prace byl vytvoren program, ktery vyhodnocuje genetickou vzdalenost sekvenci DNA a
proteinii za pouziti nékterych evolu¢nich modelli. Program vypocita genetické vzdalenosti
porovnavanych sekvenci a na jejich zaklad¢ vykresli fylogeneticky strom. Takto lze relativné
snadno a rychle vyhodnotit ptibuznost organismi. Pro snadné¢ ovlddani je soucasti

vyhodnocovaciho programu také grafické uzivatelské rozhrani (GUI).

KLICOVA SLOVA

evoluce, mutace, evoluéni model, substituce, substitu¢ni model, proteinova sekvence,

rozd¢leni, metoda, fylogeneticky strom

ABSTRACT

The work is focused on the study and description of evolutionary models for the evaluation of
the evolutionary distances of DNA sequences and protein sequences in the amino acids and the
codon representation. In the framework of this work was created a program that evaluates the
genetic distance between DNA sequences and protein sequences for the use of some
evolutionary models. The program calculates the genetic distance of the compared sequences
and on the basis thereof renders the phylogenetic tree. This can be relatively easily and quickly
evaluate the affinity of the organisms. For easy operation is part of the evaluation program also
graphical user interface (GUI).

KEYWORDS

evolution, mutations, the evolutionary model, substitution, substitution model, protein
sequences, the distribution, method, phylogenetic tree



GREGOROVA, K. Evolucni modely pro vyhodnoceni pribuznosti organismii. Brmo: Vysoké
uceni technické v Brné, Fakulta elektrotechniky a komunikaénich technologii, 2015. 41 s.

Vedouci bakalaiské prace Ing. Helena Skutkova.



PROHLASENI

Prohlasuji, ze svoji bakalaiskou praci na téma Evolu¢ni modely pro vyhodnoceni pfibuznosti
organismi jsem vypracovala samostatné¢ pod vedenim vedouci bakalaiské prace a s pouzitim
odborné literatury a dalSich informacnich zdrojti, které jsou vSechny citovany v praci a uvedeny

v seznamu literatury na konci prace.

Jako autor uvedené bakalaiské prace dale prohlasuji, Ze v souvislosti s vytvofenim této prace
jsem neporusila autorskd prava ttetich osob, zejména jsem nezasahl nedovolenym zpiisobem
do cizich autorskych prav osobnostnich a/nebo majetkovych a jsem si pln¢ védom nasledki
poruSeni ustanoveni § 11 a nésledujicich zakona €. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech
souvisejicich s pradvem autorskym a o zméné nékterych zdkonl (autorsky zakon), ve znéni
pozdé¢jsich predpist, véetné moznych trestnépravnich disledkti vyplyvajicich z ustanoveni ¢asti
druhé, hlavy VI. dil 4 Trestniho zakoniku ¢. 40/2009 Sb.

V Bmeé dne 29. 5. 2015

(podpis autora)

PODEKOVANI

Dékuji vedouci bakalaiské prace Ing. Helené Skutkové za Gi¢innou metodickou, pedagogickou

a odbornou pomoc a dal$i cenné rady pfi zpracovani mé bakalatské prace.

Dale dekuji své rodiné, kterd mi pii psani této prace dopiala potiebny klid.

VBmédne29.5.2015

(podpis autora)



OBSAH

UIVOQ 1ottt 9
1  Molekularni evoluce a fylogenetika ........cccocvviiiiiiiiiiiiiiie i 10
1.1  Zékladni evoluni meChaniSmMYy .........ccocveiiiiiiiiiiiiiiic e 10
1111 BOAOVE MULACE ....ectiiiiiieiiiiiiesiee sttt e e 10

1.2 Struktura @ funkce SeNtl.........cceiiiiiiiiiiieiie e 10

2 MOdely 8VOIUCE DINA ...ttt te e e reenre e 12
2.1 Proporciondlni vzdalenost SEKVENCI ........covviiiiiiiiiiieiiie s 12
2.2 Jukestv — Cantorv model (JCO9)........ccoviiiiiiiiiiiiiciic e 12
2.3  Kimuriv dvouparametrovy (K2P) a téiparametrovy (K3ST) model ...............cccn... 13
2.4  Falsensteiniv (Tajimiv-NeiGv) model (F81) .......ccovvviiiiiiiiiiiic e 13
2.5 Hasegawlv — Kishinliv — Yanv model (HKY85) ..o 14
2.6 Tamurtv model (TO2) ...occiiiiiiiiiiee e 14
2.7  TamurtV — Neilv model (TNO3)....coooiiiiiiiiiiicie e 15
2.8 Zohlednéni in/del MULACT .........cueeiiiiiiiiii e 15

3 Modely evoluce proteinovych SEKVENCT .........ccveiiiiiiiciiiicie e 16
3.1  Aminokyselinové substitu¢ni modely ...........cccoiiiiiiiiiiiiiiii 16
3.1.1  PoiSSONOVO TOZACIENI. .. .ceiiiiiieiiiiiiie ettt nree s 16
3.1.2  GAMA TOZACIENI ..o 16
3.1.3  Jukestiv-Cantoriv model pro aminokyseliny ..........c.cccovvevirieiiinninieneeiiiennn 17
3.14  Jukestv-Cantoriv model s Gama KOreKCi..........oevvvriiiiiiiiiiiicc e 17

3.2  Modely kodOnove SUDSTITUCE ........civeiiiiiiiiciiccice e 17
3.2.1  Metoda Nei-Gojobori (1986) .......covevrrieriirierieiisiesiee e 18
3.2.2  Modifikovana metoda Nei-GOJODON .....cc.evveiiiiiiiiiieieee e 20
3.2.3  Li-WU-LUO MEOUA. ..ot 21

A POUZITA dALA ...ooiiiiiie e nn e 23
5  Realizace algoritmi evoluénich modelll ...........ccooovviiiiiiiiiii e 23
5.1  Algoritmus pro vypocet evolu¢ni vzdalenosti dle nukleotidl ............ccceeviverriinennnnn. 23

5.2 Algoritmus pro vypocet evolu¢ni vzdalenosti dle Aminokyselin ...........ccccceeiueeenens 24



5.3  Algoritmus pro vypocet evolu¢ni vzdalenosti dle kodontl ............cccevvvviiiiiiiiiinnnnnnn. 25

5.4  Grafickeé uzivatelské rozhrani...........ccccoeiiiiiii s 25

6  Analyza evolucnich MOdell.........cccooiviiiiiiiiiii 28
6.1  FylogenetiCke STrOMY ......cooiuiiiiiiiiiiie it 28
6.1.1  NeIghDOr-JOINING ..c.veiieiiieieiie e sre e e e aesneenneas 28

6.2 Hodnoceni podobnOStl SETOMIT.....ccvviiiiivieiiiieiiiie st e sieeesiee e 29
6.2.1  Pearsonlv korelacni KOEfICIENt .........ccueviuiiiiiiiiiiiieiic e 29
6.2.2  RoDINSON- Fouldova VZAAIENOSt .........coueverieriiiiiiiiieieie e 29

7 Analyza nukleotidovych substituénich modelll............cccooviiiiiiiiiiiiii e 29
8  Analyza aminokyselinovych substitu¢nich modell ..........ccccovviiiiiiiiiiii e 31
8.1.1  Artefakty v topologii SETOMU .......c.ccoviiiiiiiiie i 31

9  Analyza kodonovych substitu€nich modell............ccooveiiiiiiiiiiiic e 33
10 Komplexni zhodnoceni pouZitych modell..........ccoveiiiiiiiiiiiiiiiiie e 34
I T PSSR 38
SEZNAM ZKIALEK ...t 39
Seznam PHLON. .......oiciiiic 39

Seznam PoUZItE IIEETAUNY ........ccvviiiiiie e 40



SEZNAM OBRAZKU

Obr. 2,10 MOGEIJCBI.......coiiiieiee e 12
ODI. 2.2 MOUEI K2P ... 13
ODbr. 2.3: MOUEI TOZ......oiiiiee s 14
Obr. 3.1: AMINOKySeliNOVE SEKVENCE ....cciuvviiiiiiiiiiiie it 16
ODbr. 5.1: INtErface PrOGrAMU........ceveieieierieite sttt b bbbt 26
Obr. 5.2: Blokové SChéma Programul ..........c.cceiiiiiiieiiiii e 27
Obr. 7.1: Fylogeneticky strom modelu JC69 pro gen 16s TRNA .......cccovviiiiiiiiiieiiiie i, 30
Obr. 7.2: Fylogeneticky strom modelu TN93 pro gen 16s TRNA .......ccccooiiiiiiiiiiciiceieeens 30
Obr. 8.1: Fylogeneticky strom modelu JC pro protein NEFL.........c.cccccoiiiiiiiniiiiniiceens 32
Obr. 8.2: Fylogeneticky strom modelu JC s gamma korekci pro protein NEFL ..................... 32
Obr. 9.1: Fylogeneticky strom hodnot Dn pro ALB protein...........cccecceeriiiieenieniienee e 33
Obr. 9.2: Fyloeneticky strom hodnot Ds pro ALB Protein .........ccccevvevennnene s, 34
Obr. 10.1: Fylogeneticky strom modelu Ds pro ALB protein.........cccocceevveeieeieenieenieeneenenns 35
Obr. 10.2: Fylogeneticky strom modelu TN93 pro ALB protein.........cccocevcviveiienvsieeseennnn, 35
Obr. 10.3: Fylogeneticky strom modelu JC s gamma korekci pro ALB protein ..................... 36

Obr. 10.4: Fylogeneticky strom modelu Dn pro ALB Protein ........c.ccooeveveveneieseneneeninean, 37


file:///C:/Users/Kateřina/Desktop/ŠKOLA/6.%20semestr/BP/Molekulární%20evoluce%20a%20fylogenetika.docx%23_Toc420620636
file:///C:/Users/Kateřina/Desktop/ŠKOLA/6.%20semestr/BP/Molekulární%20evoluce%20a%20fylogenetika.docx%23_Toc420620637

Uvob

Evoluce je dlouhodoby a samovolny proces, v jehoz prubéhu se rozviji a diverzifikuje
pozemsky zivot. Zakladnimi evolu¢ni mechanismy jsou mutace, pfirozeny vybér a geneticky
drift. VSechny tyto procesy maji za nasledek diverzifikaci vSech organismii. Bez téchto procesi
by evoluce nebyla.

Véda, kterd se zabyva timto evoluénim vyvojem, se nazyva fylogenetika. Diive byla
velmi subjektivni, avSak s objevenim molekularni struktury DNA se stala védou zcela
objektivni, jelikoz znaky na urovni DNA jsou piesné definovatelné. Zaroven lze povazovat
genetické informace za Cislicova data, kterd jsou vhodna k matematickému zpracovani za

vyuziti vypocetni techniky.

K takovému matematickému zpracovani slouzi v dnesni dob¢€ evolu¢ni modely, které na
zéakladé¢ urcitych informaci dokézou vypocitat genetickou vzdalenost organismti. Tyto modely
se deli do nékolika skupin a to na modely, které zpracovavaji sekvence DNA v nukleotidové
podobé&, modely, které se zamétuji na vypocet genetické vzdalenosti z aminokyselinovych

sekvenci, nebo ze sekvenci kodoni.

Kazda z téchto skupiny je odlisné vypocetné narocna. K tém nejjednodussim modelim
patii prave ty, co zpracovavaji jednotlivé nukleotidy, v podstaté porovnavaji dvé sekvence a
vyhledavaji zmény, které probéhly v jedné nebo druhé sekvenci. Uplné nejjednodussim
modelem je JC69, ktery hodnoti veSkeré zmény. Komplikovanéjsi je pak Kimurav
dvouparametricky model, ktery odliSuje transice a transverze. S vypocetni sloZitosti v§ak roste
pfesnost daného modelu.

Nékteré ze zakladnich nukleotidovych modeli se daji v pozménéné forme aplikovat také

pro vypocet genetické vzdalenosti ze sekvence aminokyselin ¢i kodont.



1 MOLEKULARNI EVOLUCE A FYLOGENETIKA

V nasledujicich kapitolach se budeme zabyvat vyhodnocovanim ptibuznosti organismii na
zéklad¢ genetickych dat. Pro pochopeni je dualezité vysvétlit zakladni pojmy a zplsoby

interpretace dosazenych vysledk.

1.1 ZAKLADNi EVOLUCNI MECHANISMY

Mezi zakladni evolu¢ni mechanismy patii mutace, dale je to pfirozeny vybér a také geneticky
drift. Mutace jsou zmény ve struktufe genetického materidlu respektujici pravidla zapisu
genetické informace. Jsou nezbytné pro biologickou evoluci. Podle fyzické povahy rozliSujeme
bodové, fetézcové, chromozomové a genomové. Nasim pfedmétem zdjmu jsou predevSim

mutace bodové, na kterych evoluéni modely zavisi.

1.1.1 Bodové mutace

Bodové mutace spocivaji nejcastéji ve zméné jednoho nukleotidu za jiny, jedni se o tzv.
zdménoveé mutace, substituce. Jestlize je nukleotid s uréitym typem baze nahrazen nukleotidem
s jinym typem baze, jedna se o transverzi, jestlize nukleotidem s bazi stejné¢ho typu, jedna se o
tranzici. Dale mezi bodové mutace patii delece a inzerce, pfi nichz se v ur€itém mist¢ DNA

meéni pocet nukleotidil, nejCastéji o jeden, pomérné Casté jsou i dinukleotidové inzerce a delece.

Mutace miizeme rozdéglit také podle jejich vlivu na strukturu proteinu. O synonymni
mutaci hovofime v pfipad¢, Ze se zdména nukleotidu nikam neprojevila na struktufe proteinu.
To je mozné proto, ze stejnd aminokyselina je kdédovana celou tadou rtiznych proteint.
V opacném piipadé se jedna o mutace se zménou smyslu. AvSak pokud je aminokyselina
nahrazena jinou, kterd ma podobné fyzikalné-chemické vlastnosti, jednd se o zaménu

konzervativni.

DalSim typem zdménovych mutaci jsou mutace nesmyslné. V téchto pfipadech dochazi
k nahrazeni kodénu nékterym z koddond termina¢nich, tim padem dojde pfii translaci
k ptedcasnému ukonceni syntézy proteinového fetézce. Tato zména e natolik drasticka, Ze ve

veétsing piipadi vznika nefunkéni protein. [1]

1.2 STRUKTURA A FUNKCE GENU
Jedna-li se o funkci, miizeme geny rozdélit do dvou skupin — protein-kédujici geny a RNA-
kodujici geny. Protein-kodujici jsou prepisovany do mRNA a nésledné pielozeny do sekvence
aminokyselin proteinli. RNA-kodujici geny jsou ty, které produkuji tRNA, rRNA, snRNA a
dalsi.

Geneticka informace nesend v nukleotidové sekvenci je nejprve prepsana do mRNA,

ktera urCuje potadi aminokyselin v aminokyselinovém fetézci. Jednotlivé nukleotidy jsou
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postupné ¢teny po trojicich — tzv. kodonech. Kazdy kodon je pielozen do urcité aminokyseliny

V polypeptidovém fetézci.

Geneticky kod pro jaderné geny je s par vyjimkami univerzalni pro prokaryota i
eukaryota. Stejny geneticky kod je pouzivan i pro chloroplasty avsak mitochondrialni geny
pouzivaji mirn¢ odliSny. Na tyto odliSnosti musime dat pfi vyhodnocovani piibuznosti pozor,
jinak by doslo ke znacnému zkresleni vystupnich informaci. Standartni geneticky kod je
zobrazen v tabulce (Tab. 1.1). [3]

Tab. 1.1: Standartni geneticky kod

T C A G
TTT Phe (F) TCT Ser (S) TAT Tyr (Y) TGT Cys (C)
TTC TCC TAC TGC
TTA Leu (L) TCA TAA Ter TGA Ter
TTG TCG TAG Ter TGG Trp (W)
CTT Leu (L) CCT Pro (P) CAT His (H) CGT Arg (R)
CTC CCcC CAC CGC
CTA CCA CAAGIN(Q) CGA
CTG CCG CAG CGG
ATT lle (1) ACT Thr (T) AAT Asn (N)  AGT Ser (S)
ATC ACC AAC AGC
ATA ACA AAALys (K) AGA Arg (R)
ATG Met (M) ACG AAG AGG
GTT Val (V) GCT Ala (A) GAT Asp (D) GGT Gly (G)
GTC GCC GAC GGC
GTA GCA GAAGIu(E) GGA
GTG GCG GAG GGG
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2 MODELY EVOLUCE DNA

Evolu¢ni modely nukleovych kyselin a proteini se pouzivaji ve fylogenetice jako zaklad
definovani evolu¢ni vzdalenosti a k vypoctu pravdépodobnosti z mnoziny sekvenci. Konkrétni
vypocet pravdépodobnosti je zavisly na tom, co predpokladame o charakteru jednotlivych

potencionalnich zmén. Soubor téchto predpoklada tvofi tzv. substitu¢ni model.

2.1 PROPORCIONALNI VZDALENOST SEKVENCI

Nejjednodussim zpusobem jak vyjadfit vztah mezi dvéma sekvencemi, je spocitat pozice ve
kterych se lisi, a tento pocet vydélit celkovym poctem zkoumanych nukleotidt. Tato veli¢ina
se nazyva pozorovana distance neboli p-distance. Tato metoda je velmi jednoducha a intuitivni,
ale problém nastavd v piipadé, ze s postupujicim casem se zvySuje pravdépodobnost
opakovanych substituci. Naptiklad pokud dojde k substituci A —T a potom k substituci T—C,
zachytime pouze substituci A—C. V dusledku této chyby dochézi k podhodnoceni skutecné

miry divergence mezi obéma sekvencemi. [2]

2.2 JUKESUV — CANTORUV MODEL (JC69)

Nejjednodussim substituénim modelem je jednoparametricky model JC69. Pravdépodobnost
zmény jednoho nukleotidu na jiny popisuje parametr a.. Tento model ptedpoklada, ze frekvence
vyskytu vech ¢tyt nukleotidd jsou totozné a pravdépodobnost zmény kteréhokoliv nukleotidu

v sekvenci na jiny je vzdy stejna. Nukleotidové sekvence jsou tedy ekvivalentni.

0—0
gX
Obr. 2.1: Model JC69

Ze stavového modelu (Obr. 2.1) Ize vyvodit, Ze hodnota parametru a pro nukleotidové

3 . ; R . . 19
sekvence bude a = 5+ Pro proteinoveé sekvence vychazejici z 20 aminokyselin pak o = >

Primérny pocet zmén je dan soucinem frekvence zmén a Casu.

Pomoci vztahu 2.1 je mozné vypocitat evoluéni vzdalenost d bez znalosti Casu a
frekvence vyskytu zmén. Hodnota p vyjadfuje relativni poc¢et zmén mezi sekvencemi, tedy
hodnotu p-distance.

d= —>In (1 - —p) @.1)



Jukes-Cantoriiv model dava piesné vysledky pouze tehdy, neni-li mnozstvi zmén mezi
sekvencemi piili§ velké. Pokud je hodnota p-distance vyss$i nez jedna je vhodné pouzit jeden ze
slozitéjsich modeli.[6]

2.3 KIMURUV DVOUPARAMETROVY (K2P) A TRIPARAMETROVY (K3ST)
MODEL

Model K2P je druhym nejjednodussim modelem. Oproti piedchozimu modelu pocita s druhym
parametrem B. Tyto parametry predstavuji ¢etnosti zvlast’ pro transice a transverze. Bézné je

v genetickém kodu pomeér transici a transverzi 1:2 coz je znazornéno ve stavovém modelu na
obrazku (Obr. 2.2). [5]

e

050

Obr. 2.2: Model K2P

U Kimurova modelu se zanedbava mozny rozdilny pocet pyrymidinli a purint
v sekvenci. PoCet nukleotidl, které se méni v dusledku transice jsou oznaCena P. Pocet
nukleotidt, které se méni v disledku transverze jsou oznacena Q. Celkovy pocet mist, které se

zméni, jep = P + Q.

Evoluéni vzdalenost vypocitime pomoci nasledujiciho vzorce:

d= —%ln(l —2P—-0Q) - %111(1 - 20). (2.2)

Kimuriv téiparametrovy model se 1isi od piredchoziho tim, ze rozliSuje celkem tfi

typy substituci: transice, transverze A <> T, C «> G a transverze A <> Ca T < G. [5]

2.4 FALSENSTEINUV (TAJIMUV-NEIUV) MODEL (F81)
Tento model jiz neuvazuje stejné frekvence pro vSechny ¢tyfi nukleotidy v sekvenci. Je to proto,
ze nekteré nukleotidy v sekvenci mohou byt zastoupeny Castéji nez jiné a proto dochazi u téchto

nukleotidu k ¢etnéjsim substitucim a naopak. Evolu¢ni vzdalenost d se vypocita nasledovné:

d= —(1— (pA? +pC? + pG? + pT?))

(2.3)
* log(1 — p_dist/(1 — (pA"2 +pC" 2 + pG"2 + pT"2)))
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kde pA, pC, pG a pT jsou proporcionalni ¢etnosti jednotlivych nukleotidii a p je hodnota
genetické vzdalenosti. [7]

2.5 HASEGAWUV — KISHINUV — YANUV MODEL (HKY85)

HKY85 model je obecnéjsim piipadem modeli K2P a F81, ktery pracuje kromé nestejného
zastoupeni jednotlivych bazi v sekvencich také s rozdilnou rychlosti transici a transverzi. Je to
jeden z nejcastéji pouzivanych substituénich modelt. [6] Vztah pro vypocet evoluéni

vzdalenosti je nasledujici:

d= —klxlog(1—-pR/(2*pA*pG)*P/2—Q/(2*pR))
pY P Q
*— — )—2*
2xpT +xpC 2 2xpY

—k2 * log (1 - (2.4)

Y R
(pR*pY—pA*pG*g—R—pT*pC*g—Y)*log(l—Q/(Z*pR*pY))

2.6 TAMURUV MODEL (T92)

Jedna se v podstaté o Kimuriv dvouparametricky model rozsifeny o tfeti parametr 01. Timto
parametrem je proporcionalni Cetnost G a C ve vSech sekvencich. Tento parametr vychazi
Z toho, Ze Guanin a Cytosin mezi sebou tvofi siln€jsi vazbu (tfi vodikové mustky), kterou jde
Pokud budeme uvazovat také proporciondlni ¢etnost A a T, miZeme tento model doplnit o

¢tvrty parametr 02. Hodnota tohoto parametru potom bude 62 = 1 — 61, [9]

Obr. 2.3: Model T92

Evoluc¢ni vzdalenost se vypocita nasledovné:
. )
2*thx*(1—th) ¢ (2.5)
—(1—=2*th*(1—th))*xlog(1—2%Q)/2

d= —2*th*(1—th)*log(1
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2.7 TAMURUV — NEIUV MODEL (TN93)

Evolu¢ni model, ktery rozsituje T92. Na rozdil od HKY zohlediiuje kromé transverzi také dva
typy tranzici. Transici mezi puriny A <> G a tranSici mezi pyrimidiny C «» T. Rovnéz umoznuje
pouzit rizné Cetnosti jednotlivych nukleotida. Jedna se o viceparametricky model (parametrem

je a1, az, B, Tia, Tic, Tig @ 7). [6],[8]

Evolu¢ni vzdalenost je:

2Ty T TR 1 2T Ty 1
d=-"T2 (1ot p - ) - (1 - P, -0
TR " 2T, 1 2Tg ¢ Ty n 2T T, 2 2Ty ¢

1
o )
(T[Rﬂy 2T R Ty ¢

Pocet nukleotidic A a G, které se méni v disledku transice je oznacen P1. Pocet

(2.6)

TyTgTy TfTchTfR) In (1 _

TR Ty

nukleotid C a T, které se méni v disledku transice je oznacen P,. Pocet nukleotidd, které se

méni v disledku transverze je oznacen Q. [8]

2.8 ZOHLEDNENI IN/DEL MUTACI
Evolu¢ni vzdalenost 1ze vypocitat také s ohledem na pocet insertnich ¢i dele¢nich mutaci. Pocet

in/del mutaci nezavisi na délce, tedy poctu skorovacich pomlcek v mutaci.

G G
d = ev.model * (1 — G+LS) + (2.7)
kde G = pocet skorovacich pomléek v obou sekvencich, Ls = délka sekvenci bez

pomlcek.

Takto lze modifikovat kazdy vzorec pro vypocet evoluéni vzdalenost ze substituci
aminokyselin i nukleotidii.[10] Modifikace Jukesova-Cantorova modelu pak bude nasledujici:

d = —%ln(l—%p)*(l— ¢ )+ ¢ (2.8)

G+Lg G+Lg
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3 MODELY EVOLUCE PROTEINOVYCH SEKVENCI

Modely evoluce proteinovych sekvenci patii mezi kvantitativni modely, které¢ se zamétuji na
vypocet evolu¢ni vzddlenosti mezi aminokyselinami v sekvencich proteini. K jejich
vyhodnocovani pouzivame dva odlisné pfistupy a to vypocet substituci aminokyselin

V proteinové sekvenci a vypocet nukleotidové substituce v kodonech.

3.1 AMINOKYSELINOVE SUBSTITUCNI MODELY
Zakladnim prvkem téchto modelt je vypocet proporcionalni vzdalenosti neboli p-distance,
ktera se vypocita jako podil poctu zménénych pozic n a délky sekvence bez mezer L. Budeme-

li uvazovat nasledujici zarovnané sekvence vysledna hodnota p-distance je rovna 0, 4. [10]

KVLRDNI - G
K- JRDNRQG

o o o o
Obr. 3.1: Aminokyselinové sekvence

n 4 _
p I=3 0,4 (3.2)

Stejné jako pii vypoctu genetické vzdalenosti pro sekvence nukleotidu, se jednd pouze
o vypocet konecnych stavii, proto musime pro vypocet evolu¢ni vzdalenosti aplikovat
pravdépodobnostni modely pro popis fidkych jevi. Témito modely rozumime binomické,

Poissonovo ¢i Gama rozdéleni. [10]

3.1.1 Poissonovo rozdéleni

Poissonovo rozdéleni byva oznaCovano jako rozdéleni fidkych jevl, nebot’ se podle néj fidi
pocet vyskytii udalosti (jevll), které maji velmi malou pravdépodobnost vyskytu. Pokud je
hodnota p-distance mensi nez 0,3, rozlozeni nema smysl a vysledky jsou totozné. Evoluéni

vzdalenost se vypocita nasledovné: [20]
d = —In(1-p), (3.2)

kde p udava hodnotu p-distance.

3.1.2 Gama rozdéleni
U gama rozdéleni pocCitdme jeste¢ s dalSim parametrem v, ktery fidi evolu¢ni rychlost. Obor
hodnot tohoto parametru je (0,65; 3).

d=y [(1 ) - 1] (3.3)

Pokud je hodnota p-distance mensi nez 0,2 toto rozlozeni opét nedava smysl a vysledek
je roven piimo p-distanci. [13]
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3.1.3 Jukesiiv-Cantortiiv model pro aminokyseliny

Tento model byl pivodné odvozen pro bilkoviny. Vychazi ze stejného zakladu jako JC model
pro nukleotidy avSak hodnoty 4 a 3 oznacujici pocet riiznych nukleotidl a pocet typti zmén na
jiny nukleotid, byly nahrazeny ¢isly 20 a 19, které odpovidaji situaci u aminokyselin. Stejné
jako Jukes-Cantortiv model pro nukleotidy tento model nepfedpoklada riiznou substitu¢ni
rychlost riznych aminokyselinovych substituci ani vliv frekvence aminokyselin v proteinu,
tedy ochotu pouzivat ur¢itou aminokyselinu. Evolu¢ni vzdalenost se pak vypocitd pomoci

nasledujiciho vzorce: [4]

19 20
_ - 34
d= 20 In(1 5 p) (3.4)

Obecnéji Ize vzorec napsat pomoci parametru B, ktery udava pravdépodobnost zmény

na jiny znak.

d= —Bln(1— %) (3.5)

Jukestiv-Cantoriiv model lze upravovat pomoci jiZ zminénych koreket.

3.1.4 Jukesiiv-Cantoriiv model s Gama korekci

JC model pro aminokyseliny je jiz v zékladni podob¢ pouzivan s Poissonovou korekci. Gama
korekce se pouziva pro delsi evoluéni dobu a vétsi rychlost zmén u zkoumanych sekvenci.
Gama korekce je vhodna jak pro aminokyseliny, tak i pro zakladni nukleotidovy model. [10]

Vzorec pro vypocet evoluéni vzdalenosti mé nasledujici podobu:

d=B.y|(1- %)7 - 1], (3.6)

kde B = 3/4 pro nukleotidy a 19/20 pro aminokyseliny.

3.2 MODELY KODONOVE SUBSTITUCE

Modely, které jsou zde doposud prezentovany, piedpokladaji, Ze jednotlivé nukleotidy
(aminokyseliny) jsou vzdjemné nezavislé, to znamena, Ze neberou v tvahu strukturu kodonu.
Jelikoz je kazd4 aminokyselina kdédovéna tzv. nukleotidovym tripletem (kodonem) a kazdy
triplet mtize byt sloZen ze ¢tyt nukleotidovych bazi (A, C, G, T), existuje 4 x 4 x 4 = 64 moznych
kodontl, z nichz 61 kdéduje konkrétni aminokyselinu a 3 jsou tzv. terminacéni (stop) kodony.
JelikozZ je geneticky kod degenerovany, to znamena, Ze vétSina z 20 aminokyselin mize byt
kédovana vice nez jednim kodonem, nékteré nukleotidové substituce nepovedou k zdméné
vysledné aminokyseliny. Substituce majici tuto vlastnost se nazyvaji synonymni, v opacném
pfipadé se jednd o nesynonymni substituce. Pokud pii zméné jednoho nukleotidu vznikne

termina¢ni kodon, dochazi k substitucim neplatnym.[2], [19]
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CTT (Leu) —» CTC (Leu) — TTG (Leu) — synonymni mutace
AGC (Ser) —» AGG (Arg) — TGG (TRP) — nesynonymni mutace

TAT (Tyr) — TAA (ter.) — neplatna substituce

3.2.1 Metoda Nei-Gojobori (1986)

Z tabulky nukleotidovych tripleti (Tab. 1.1) vidime, ze vSechny substituce nukleotidu na druhé
pozici v kodonu jsou nesynonymni, tedy v jejich disledku dochdzi k nahrazeni celé
aminokyseliny. AvSak ¢ast substituci, ke kterym dochazi na prvni a teti pozici v kodonu jsou
synonymni. Za pfedpokladu stejné frekvence vSech nukleotidi a jejich ndhodného stiidani je

tato ¢ast 5 % na prvni pozici a 72 % na pozici tieti. [11]

Pocet synonymnich zmén s a po€et nesynonymnich zmén n umime vypocitat zvlast’ pro
kazdy kodon. Oznacime-li pocet synonymnich substituci na ité pozici daného kodonu fi (i = 1,
2, 3), potom s a n Ize vypocitat nasledovné:

s = Z;fi (3.7)

n=3-s (3.8)
Naptiklad, v ptipadé kodonu TTA (Leu), f1 =1/3 (T - C),2=0afs=1/3 (A — G),
potoms=2/3an=7/3.

Pro sekvence DNA slozené z r kodon je celkovy pocet synonymnich a nesynonymnich
zmény vyjadien jako:

T

S = j=1Si (39)

n=3r—3S (3.10)

V porovnani dvou sekvenci se vzdy uzivaji primérmné hodnoty S a N.

Pro vypocet poctu synonymnich a nesynonymnich nukleotidovych mutaci u paru
homolognich sekvenci, porovnavame ob¢ sekvence po jednotlivych kodonech a pocitdme pocet
nesynonymnich a synonymnich mutaci u kazdého kodonového paru zvlast’. V ptipadé, Ze doslo
k substituci pouze u jednoho kodonu, mizeme hned rozhodnout, zda doslo k synonymni ¢i

nesynonymni mutaci.

Naptiklad, v ptipad€ porovnani kodonového paru GTT (Val) a GTA (Val) vime, Ze se
jedna o mutaci synonymni. Oznac¢ime-li pocet synonymnich mutaci sq a pocet nesynonymnich

mutaci ng, potom v tomto piikladu bude sg =1 ang=0.
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Jestlize se v porovnavani kodonového paru vyskytuji dvé substituce, naptiklad pfi
srovnani TTT a GTA, existuji dvé rizné feSeni. Prvni feSeni je nésledujici: TTT (Phe) <> GTT
(Val) & GTA (Val), zde doslo k jedné nesynonymni a jedné synonymni substituci. Ve druhém
feSeni TTT (Phe) «» TTA (Leu) <> GTA (Val), tady doslo ke dvéma nesynonymnim mutacim.
Jestlize budeme predpokladat, ze obéma moznostem dochézi se stejnou pravdépodobnosti,
potom s¢ =0,5anqg =1,5. [11]

Pokud dojde ke tfem substitucim v porovnani dvou kodoni, existuje Sest riiznych feSeni
a vV kazdém feSeni jsou tfi mutacni kroky. Pokud bychom porovnaly tato feSeni s feSenim
Vv ptipadé dvou substituci, dostaneme stejnou vyslednou hodnotu sq a ng. Evolu¢ni cestu mezi
synonymnimi a nesynonymnimi distancemi stanovime jako permutaci vSech zménénych

nukleotidii bez opakovani: [11]

P (k) = k!, (3.11)

K - pocet zmén, ke kterym doslo v jediném kodonu.

Nyni je jasné, ze celkovy pocet synonymnich a nesynonymnich substituci mtize byt

ziskan seétenim téchto hodnot u vSech kodonu:

T

Sa = Z,—=1Sdf (3.12)
s

N, = Z naj, (3.13)
j=1

kde sgj a ngj jsou hodnoty sq a nq jtého kodonu a r je pocet porovnavanych kodénovych

para.

Pomoci nasledujicich rovnic muizeme tedy odhadnout podil synonymnich a

nesynonymnich mutaci:

Ps = o (3.14)
Ny

=4 3.15

pN N ] ( )

kde S a N je primérny pocet synonymnich a nesynonymnich mutaci v porovnani dvou

sekvenci.

Pro odhad poctu synonymnich substituci d(S) a nesynonymnich substituci d(N) na

daném misté mizeme pouzit Jukestiv-Cantoriiv vzorec pro vypocet evolucni vzdalenosti:

3 4
- _- _ _ 3.16
d 4ln (1 3p), (3.16)

kde p je rovno ps, nebo pn. [11]
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Pi. 1: Uvazujme dva kodony TTT a GTA. U téchto kodonii doslo ke dvéma zménam, proto

plati, ze poCet moznych cest je roven:

P(2)=2!=2 (3.17)
1. TTT (Phe) > GTT (Val) - GTA (Val)
2. TTT (Phe) - TTA (Leu) — GTA (Val)

1. Sa) = 1; Na) = 1

2. Sd@) = 0; Na) = 2

Potom je celkova distance rovna:

Sacy + S

Sy = w =05 (3.18)
Nga) + 1

ng = w ~15 (3.19)

Pi. 2: Uvazujeme-li dva kodony, které se zménily na ttech pozicich, pak pocet cest je roven:

P3)=13l=6 (3.20)

TTG (Leu) — AGA (Arg)

TTG (Leu) — ATG (Met) — AGG (Arg) — AGA (Arg)
TTG (Leu) — ATG (Met) — ATA (Ile) — AGA (Arg)
TTG (Leu) — TGG (Trp) — AGG (Arg) — AGA (Arg)
TTG (Leu) — TGG (Trp) — TGA (ter.) — AGA (Arg)
TTG (Leu) — TTA (Leu) — ATA (Ile) — AGA (Arg)
TTG (Leu) — TTA (Leu) — TGA (ter.) — AGA (Arg)

Jelikoz se cesty s terminacnim kodonem nepocitaji, je vysledna hodnota sq = 3/4 a ng =
9/4. [10]

3.2.2 Modifikovana metoda Nei-Gojobori

Jelikoz dosavadni postup pocitd hodnotu vSech moZnych synonymnich substituci S S
rovnocennou pravdépodobnostni transitnich i transverznich zmén, je vhodné metodu Nei-
Gojobori modifikovat. Metodu modifikujeme tak, ze zavedeme parametr R, ktery je roven

pomeéru poctu transici a transverzi:
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a R
a+28 1+4+R’

kde a a B jsou relativni Cetnosti transici a transverzi.

(3.21)

Jestlize R = 0,5, potom bude tato metoda shodna s metodou Nei-Gojobori. Jestlize R >
0,5, potom je pocet synonymnich mist mensi, nez udavala pivodni metoda a naopak pocet

nesynonymnich mist bude vétsi. [3]

Celkovy pocet substituci v sekvencich s parametrem R se vypocita nésledujicim

zpisobem:

r
Sp = Zj=1 SRj (3.22)

r
Ng = Z nRj, (3.23)
j=1
kde sgj a ngj jsou hodnoty sr a nr jtého kodonu a r je pocet porovnavanych kodoénovych
para.
Pro zménu kodonu TTT — TTC, kde je jedna synonymni substituce na 3. pozici, bude

hodnota Sr rovna:

R
= — 3.24
Se=0+0+ —— (3.24)

Obdobné pro nesynonymni substituce TTT — CTT, kde doslo k jedné nesynonymni
substituci na 1. pozici:

R
Ny, = —— 3.25
R 1+R+0+0 (3.25)

Proporcionalni distance se vypocitaji nasledovné:

Sa

Dg = g, (3.26)
Ny

Py = N, (3.27)

3.2.3 Li-Wu-Luo metoda
U této metody rozeznavame tii téidy i = {0, 2, 4}, které popisuji substituci kodonu. Jestlize

kazda substituce urcité pozice je nesynonymni, nebo nesmyslna, potom tyto kodony fadime do
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ttidy Lo. Do této skupiny patii vSechny substituce, které¢ probé¢hnou na druhé pozici u vsech

kodonii, vétSina zmén na pozici prvni a také zmény treti pozice ATG (Met) a TGG (Trp).

Pokud alespon jedna substituce dané pozice patii mezi synonymni, potom tyto kodony
fadime do tiidy Lo. Dohromady do této tfidy patii 24 kodoni, kde dochézi k substitucim na tieti
pozici, napt. CAY (His), kde Y =T nebo C, tii leucinové kodony, kde dochazi k alesponl jedné
synonymni substituci na pozici prvni, napt. YAR, kde R = A nebo G a ¢tyfi argininové kodony
CGR a AGR. Do této skupiny zahrnujeme také substituce, které probihaji na tietich pozicich
isoleucinovych kodoni.

Jestlize jsou vSechny mozné substituce daného mista synonymni, potom tyto kodony
fadime do tfidy Ls4. Celkem do této tfidy fadime 32 kodont, kde dochazi k substituci na treti
pozici, napt. GTN (Val), kde N je jakdkoliv baze. Pocet mist v téchto tfidach spocitame v kazdé

ze dvou porovnavanych sekvenci a vysledné primérné Cislo je pak vysledna hodnota Lo, L2, La.

Ucelem t&chto klasifikaci, je odhadnout miru synonymnich a nesynonymnich substituci
oddélené. Ve tiidé Lo dochazi pouze k nesynonymnim a ve tiidé Ls pouze k synonymnim
substitucim. U tiidy L2 vedou vSechny transverze k nesynonymnim a transice k synonymnim

zménam.

Pro vypocet stanovime ve vSech tfidach proporcionalni Cetnost Pi (transice) a Qi
(transverze) tak, Zze porovnavame kodonové sekvence kodon po kodonu a aproximujeme podle
Kimurova modelu [12]:

1
Podle tohoto modelu pak stanovime evolu¢ni distance:

3[LaAz + Ly(Ag + By) ]

= 3.30

ds L,+ 3L, (3:30)
3[Lo(As + By) + LB, ]

= 3.31

dy 3Lo+ 2L, (3:31)
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4 POUZITA DATA

Zakladem vypoctu evoluéni vzdalenosti organismii je odhaleni homolognich ¢asti
porovnavanych sekvenci. Homologni c¢asti, jsou takové, které vznikly odvozenim od
spole¢ného predka. Potfebujeme najit takové ortologni geny, abychom mohli zménu znaku za
jiny povazovat za substituci a zdménu znaku za mezeru za inserci, piipadné deleci. S timto

predpokladem pracuji vSechny evolu¢ni modely.

Data pouzivana v této bakalarské praci jsou ziskana z vetrejné databaze GenBank [14]
dne 22. 5. 2015. Testovani programu jsem provadéla na souborech sekvenci vybrané¢ho
proteinu. Primarné jsem zvolila HBB (hemoglobin beta) gen, ktery obsahuje pokyny pro vyrobu
bilkoviny zvané beta-globin. Mezi dalsi vybrané geny patii ALB (albumin), CRH
(Corticotropin-releasing hormone), STAR (Steroidogenic acute regulatory protein) a NEFL
(Neurofilament light polypeptide). Dulezitym kritériem pro vybér sekvenci byla jejich délka,

byla jsem limitovdna vypocetni ndro¢nosti programu.

Pro analyzu za pomoci nukleotidovych modelli jsem vybrala 16S rRNA mitochondrialni
gen, ktery byl jiz v minulosti povazovan za velmi vhodny gen k fylogenetickym analyzém a to
proto, Ze na tomto genu dochazi k pomalému evolu¢nimu vyvoji. Ziskana data, v§ak neobsahuji
translacni ptepis, proto nejsou vhodna pro vypocet distanci za pouziti aminokyselinovych a

kodoénovych modelt.

Soubory sekvenci obsahuji vzdy data od n€kolika organismu tak, abychom byli schopni

interpretovat ziskané vysledky a srovnat jednotlivé modely.

5 REALIZACE ALGORITMU EVOLUCNICH MODELU

Diive neZ budeme analyzovat vystupy jednotlivych modell, je vhodné popsat funkce
navrzenych algoritmli a zaroven ovéfit jejich spravnost. VSechny tyto algoritmy tvofi
komplexni program pro vypocet evolu¢ni vzdalenosti organismu. Pro usnadnéni a zpiehlednéni

je vytvoreno grafické uzivatelské rozhrani, které bude popsano v nasledujicich kapitoléach.
Spravnost modelll ovéfime na uméle vytvorenych sekvencich sekl a sek2.

sekl = ACCTCAGCAACC

sek?2 = ACGAGATTTACC

5.1 ALGORITMUS PRO VYPOCET EVOLUCNI VZDALENOSTI DLE NUKLEOTIDU
Primarnim parametrem vSech modelt je vypocet p-distance. Hodnota p-distance u uvedenych

sekvenci p = 0,5. Vypocita se jako soucet vSech rozdilnych pozic déleny délkou sekvenci.
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Dal§imi parametry pro vypocet patii proporciondlni ¢etnost transici P a transverzi Q,
Cetnosti jednotlivych nukleotidu Pi (i= A, C,T ,G) Cetnosti purini Pr a pyrimidint Py a theta,
coz je proporcionalni ¢etnost C a G. Vypocetni vzorce a vysledné hodnoty pro modelové
sekvence jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 5.1).

Tab. 5.1: Evoluéni modely pro vypocet evolu¢ni vzdalenosti dle sekvenci nukleotidd

Vysledna
Model Vzorec
hodnota
JC69 3 4
= —— S 0,8240
1 d 4ln (1 3p)
1
K2P d= —=In(l — 2P - Q) - 7In(1-2Q) 0,8857
F81 d= —(1— (pA? +pC* + pG* + pT?)) 0.8710
* log(1 — p_dist/(1 — (pA"2 +pC 2 + pG"2 + pT"2)))
T92 - _ _ _ P —
d= —2xthx(1—th)xlog (1 YT Q) 0.8857
—(1—=2x%th*(1—th))*log(1—2%Q)/2
2Ty i1 1
S L Gln(l— E_p - Q)
TR 2T, T 2T
21'[T1'[Cl (1 Ty P 1 ) 2(
T L I TCRTly 0.9603
1
_ YTy T[TT[CT[R) In (1 _ Q)
TR Ty 2TR Ty
HKY d= —klx*log(1—pR/(2*pA*xpG)*P/2—Q/(2*pR))
pY P Q )
2log (1= 5 g = )~ 2 0.9356

( R xpY —pA = pG _pY T *pC _pR)
* — * * — * * *
pR*p paAxp PR pl *p pY

log(1 —Q/*pR *pY))
Tento algoritmus je v programovém prostiedi realizovan funkci evolDNA jejimiz
vstupy jsou porovnavané sekvence a vystupy hodnota evolu¢ni vzdalenosti pro jednotlivé
modely.

5.2 ALGORITMUS PRO VYPOCET EVOLUCNI VZDALENOSTI DLE AMINOKYSELIN
Primérnim vypocetnim parametrem je opét hodnota p-distance. Tyto evolu¢ni modely jsou
Vv principu postaveny na modelu JC69. Zde doslo pouze ke zméné hodnoty frekvence zamén

z 3/4, jak je tomu u nukleotidovych modeld na 19/20. Tento model ma pak podobu:

19 20
_ D22 5.1
d= —5pin (1 19 p) 1)

Aby nedochazelo ke zkresleni vysledt, je na model aplikovana Poissonova ¢i Gamma

korekce. Programové realizace je popsana funkci evolAK.
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U uvedenych algoritmi je také mozno pomoci funkce indel zohlednit vyskyt inserci ¢i
deleci v porovnavanych sekvencich. Vystupem této funkce je parametr Rg. Model JC69 se

zohlednénim in/del mutaci vypada nasledovné:

d = —Bln(l—%)*(l—Rg)+Rg (5.2)

5.3 ALGORITMUS PRO VYPOCET EVOLUCNI VZDALENOSTI DLE KODONU

Tento algoritmus je ze zde uvedenych nejslozitéjsi, jelikoz v ném figuruje nékolik jednotlivych
funkci. Komplexni funkce nese ndzev KODONY, jejimiz vstupy jsou opét porovnavané
sekvence, ale také navic proménnd gen kod, kterd urcuje, s jakym typem genu budeme

pracovat. Ovladani tohoto nastaveni je v GUI.

Vypocet evoluéni vzdalenosti dle kodont je realizovan metodou Nei-Gojobori a je
jedinym algoritmem, ktery ve vystupu oddéluje synonymni a nesynonymni mutace, tedy takové
mutace kdy dochazi nebo nedochazi ke zméné€ smyslu aminokyseliny, kterd je danym kodonem

kodovana. Samotny vypocet probiha v n€kolika fazich.

Prvni fazi je vypocCet synonymnich a nesynonymnich substituci, ke kterym doslo
Vv jednotlivych sekvencich. Funkce S1 a S2 urcuji pocet synonymnich zmén v prvni a druhé
sekvenci a podobné je vypocitan i pocet zmén nesynonymnich (N1 a N2). Vysledn4 hodnota
S aN je dana pramérem hodnot S1,S2 a N1,N2.

Vstupy funkce SANd jsou jiZ jednotliveé separované kodony z porovnavanych sekvenci.
Tato funkce nejen ze hodnoti ke kolika synonymnim a nesynonymnim zménam doslo, ale

urcuje také na které pozici. Vystupem jsou pak proménné Sd a Nd.

Vsechny tyto subfunkce jsou volany v hlavni funkci KODONY. Ke konec¢nému
vysledku se dostaneme tak, Ze pouzijeme opét Jukestiv-Kantortiv model a misto proporcionalni
vzdalenosti p pocitame s hodnotou ps nebo pn. (Viz vztah 3.26 a 3.27)

5.4 GRAFICKE UZIVATELSKE ROZHRAN{
Do grafického rozhrani jsou implementovany vSechny vySe popsané algoritmy tak, aby byly
uzivatelsky piistupné, prehledné a snadno ovladatelné. Interface programu je znazornén na
obrazku 5.1 (Obr. 5.1). Schéma propojeni jednotlivych ovladacich prvkl je znazornéno
blokovym schématem na obrazku 5.2 (Obr. 5.2).
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‘ Madteni sekvenci ‘

l

Volba genetického
kbodu

l

Vypocet evoluéni Vypodet evoluéni Vypodet evoluéni
vzdalenosti dle ‘ ‘ vzdalenosti dle ‘ ‘ vzdalenost dle ‘

nukleotidd aminokyselin kodon

¥

Synonymni/
nesynonymni ‘

Y

Volba modelu ‘

Vypis distanéni
‘ matice

l

Vykresleni
fylogenetického ‘

Y

Export dat ‘

stromu

Obr. 5.2: Blokové schéma programu

Nacteni sekvenci

Po spusténi programu musime nejprve nacist soubor sekvenci v GenBank formatu. Po stisknuti
tlacitka ,,Nacti soubor sekvenci‘ se otevie nové okno, které umoznuje vybrat kterykoliv soubor
daného formatu ulozeny v pocitaci. Po okamzitém nacteni sekvenci se vV dolni ¢asti okna zobrazi

tabulka se jmény organismt, jejichz geny nasledné porovnavame.

Volba genetického kddu
Uzivatel ma moznost vybéru genetického kodu. Je zde urcity predpoklad znalosti typu

porovnavanych sekvenci.
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Panely pro vypocet distanci

Program obsahuje tfi nezavislé panely pro vypocet evoluéni vzdalenosti. V kazdém panelu je
moznost volby modelu, tlacitko pro spusténi vypoctu a tlacitko pro vykresleni stromu. Panely
pro nukleotidy a aminokyseliny navic obsahuji moznost zohlednéni in/del mutaci. Vzdy ale

musi byt zachovéana posloupnost vypocet a az poté vykresleni stromu.

Export dat
Tlacitko export dat umoznuje ulozit hodnoty s distanéni matice ve formatu.xls (Microsoft
Excel). Do editovaciho pole uzivatel napiSe, pod jakym ndzvem chce hodnoty ulozit. Tato

funkce je pfinosem zejména tehdy, kdyz potiebujeme s daty dale pracovat.

6 ANALYZA EVOLUCNICH MODELU

Evolu¢ni modely ptedstavené a realizované v této préci jsou zakladnimi hodnoticimi prvky
fylogenetické analyzy. Jejich vyvoj zacal jiz v roce 1965, kdy panové Zuckerkandl E. a Pauling
L. navrhli teorii molekularnich hodin, ktera tika, ze rychlost molekularni evoluce je v prubéhu

Casu piiblizn¢ konstantni pro v§echny proteiny ve vSech liniich.

V teoretickém popisu evoluénich modeltl v§ak neni uvedeno na jaky typ dat je vhodné
jednotlivé modely aplikovat, jaké jsou rozdily ve vystupech a pro¢ k témto odliSnostem dochézi.
V této kapitole jsem proto vyuZila realizované programové rozhrani a dal$i metody pro

vyhodnocovani fylogenetické analyzy k feSeni téchto problémi.

6.1 FYLOGENETICKE STROMY

Fylogenetické stromy piedstavuji grafické znazornéni piibuzenskych vztahti mezi rGznymi
taxonomickymi jednotkami, o nichZ Ize ptedpokladat, Ze maji spolecného predka. Piibuzenské
vztahy se posuzuji podle morfologické ¢i genetické podobnosti. Misto taxonomickych

jednotek, 1ze hodnotit také pfibuznost jednotlivych organismil jako je to v této praci.

Z fylogenetickych stromi Ize urcit evolucni vzdalenost pomoci délky vétvi, to ale zavisi
na volbé konstrukéni metody stromu. Nékteré metody konstrukce fylogenetickych stromt tuto
vzdalenost zanedbavaji. Tyto metody nejsou pro hodnoceni vysledkt v této praci ideéalni. Proto
jsem pro vykresleni fylogenetickych stroml zvolila metodu spojovani sousedt (neighbor-
joining).

6.1.1 Neighbor-joining

Tato metoda, pracuje na iterativnim postupu, pii némz v kazdém kroku spojuje dva sousedy v
jeden uzel. Provadi shlukovéani vybérem sousednich sekvenci, jejichz soucet délek vétvi vici
ostatnim sekvencim je nejmensi. Tato metoda za¢ind u hvézdicovitého stromu, kde jsou spojeny

vSechny OTU (Operacni taxonomické jednotky) v jeden centralni uzel. Poté vybere dvojici
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OTU s nejmensi distanci a vypocita sumu délek veétvi od jejich spoleéného uzlu ke zbylému
hvézdicovému usporadani. Rekurzivné se tak tvoii v kazdém kroku novy strom pro mensi
mnozinu objektt. [15], [17]

6.2 HODNOCENi PODOBNOSTI STROMU

K hodnoceni vzajemné podobnosti fylogenetickych stromt se bézné vyuziva nékolik metod.
V této préci jsem pouzila dvé z nich a to vypocet Pearsonova korela¢niho koeficientu a vypocet
Robinson-Fouldovy vzdalenosti.

6.2.1 Pearsoniiv korela¢ni koeficient

Korela¢ni koeficient slouzi ke stanoveni zavislosti mezi dvéma veli¢inami — zde pro stanoveni
zavislosti distanci vypocitanych pomoci riznych modelti. Nejjednodussim vztahem dvou
metrickych proménnych je vztah linearni. Tento koeficient nabyva hodnot v intervalu (-1; 1),

kde hranice -1 oznacuje nepiimou linearni zavislost a hranice 1 ptimou linearni zavislost. [16]

6.2.2 Robinson- Fouldova vzdalenost
Zakladem je obsahové porovnani shlukli dvou stromu. Postupné takto mizeme vyhodnotit
nejpresnéjsi strom vici zvolenému referenénimu. Robinsonovu -Fouldovu vzdalenost (déle jen

R-F vzdalenost) ziskame ze vzorce

(ncl—cz + ncZ—cl) (6 1)
2%n '
kde n.;_, vyjadiuje pocet shlukt vyskytujicich se pouze v prvnim stromu, n.,_.; pocet

dr,f =

shlukl vyskytujicich se pouze v druhém stromu a n je pocet shlukti u obou sekvenci. [17]

7 ANALYZA NUKLEOTIDOVYCH SUBSTITUCNICH MODELU

Pro zhodnoceni dosazenych vysledkli u nukleotidovych modeltl jsem zvolila dva konkrétni
modely a to nejjednodussi JC69 a model, ktery pocita s nejvice parametry TN93. Vstupnimi
daty je soubor sekvenci genu 16s rRNA.

Z topologie stromtl je patrné, ze vybeér modelu nemad na strukturu stromu zadny vliv. U
téchto sekvenci dochazi k minimalni diverzifikaci, proto je hodnota dosazeného Pearsonova
koeficientu R = 0,998. V piipadé Robinson-Fouldovy vzdalenosti je drs = 0.

Stejny pokus jsem provedla i s HBB proteinem a vysledky byly obdobné R = 0,999 a
dr,f =0.
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Obr. 7.1: Fylogeneticky strom modelu JC69 pro gen 16s IRNA
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Obr. 7.2: Fylogeneticky strom modelu TN93 pro gen 16s rRNA
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8 ANALYZA AMINOKYSELINOVYCH SUBSTITUCNICH
MODELU

U aminokyselinovych substitu¢nich modeli jsem primarn¢ porovnavala vliv Poissonovy a
gamma korekce u Jukes-Cantorova modelu. K porovnavani jsem opét pouzila HBB protein.

Vysledné hodnoty korela¢niho koeficientu pro porovnani samotného modelu a modelu
s Poissonovou korekci R = 1, model s korela¢ni koeficient modelu s gamma korekei R = 0,999.
Z téchto informaci vyplyva, ze se jedna o velmi podobné sekvence, u kterych korekce nemaji

velky vliv. Stejné tak topologie fylogenetickych stromil se nezmeénila ani u jednoho modelu.

K zasadngjsim zménam topologie stromu vsak doslo pii pouziti proteinu NEFL a
porovnani Jukes-Cantorova modelu a Jukes-Cantorova modelu s gamma korekci. Zde vsak

doslo s nejvetsi pravdépodobnosti k vyskytu artefakti.

8.1.1 Artefakty v topologii stromu
Jedna-li se o velmi vzdéalené sekvence, mohou se vytvafet tzv. artefakty dlouhych vétvi. Tyto

artefakty byvaji zptisobeny vyrazné odliSnou substituéni rychlosti [10]

» Pritahovani dlouhych vétvi: (LBA — long branch attraction) dvé velmi rozdilné
sekvence (mezi sebou i vici ostatnim) jsou pritahovany k sobé a smérem ke

kofeni

* Odpuzovani dlouhych vétvi: (LBR — long branch repulsion) dva ptibuzné geny

se napt. vlivem selek¢nich tlakli vyrazné pozmenily a jsou odpuzovany od sebe

* VyruSovani dlouhych vétvi: (LBD — long branch distract) jedna dlouha vétev

ovliviiuje topologii celého stromu
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Obr. 8.1: Fylogeneticky strom modelu JC pro protein NEFL

| 45us scrofa (pin)
4hus musculus thouse mouse)
4 Rattus nomvedicus (Morway raf)
——®
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Obr. 8.2: Fylogeneticky strom modelu JC s gamma korekci pro protein NEFL
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9 ANALYZA KODONOVYCH SUBSTITUCNICH MODELU

K analyze kodonovych substitucnich modeld jsem vyuzila protein albumin. Kodoénové
substituéni modely pocitaji zvIast' vzdalenost na zdkladé synonymnich a nesynonymnich
mutaci, jak bylo uvedeno v ptfedchozich kapitolach. V porovnani fylogenetickych stromi
modelu je tato odliSnost znacné patrnd. Hodnota Pearsonova koeficientu je pro tyto dvé metody
R =0,8101. A hodnota Robinson-Faudovy vzdalenosti drs = 0,2222.

1Felis catus (domestic cab
1Canis lupus familiaris (dog)
15us scrofa (pig)

» 1Bos taurus (cattle)

.

1Macaca mulatta (Rhesus monkey)

1Homo sapiens thuman)

&
1 Rattus norvedicus (Morway rat)
& 1Mus musculus (house mouse)
1hesocricetus auratus (molden hamsten
1 L n 1 Oryctolagus cuniculus rabibity
o 1 Gallus gallus (chicken
IEI EIT‘l DTE EITS EIT#

Obr. 9.1: Fylogeneticky strom hodnot Dn pro ALB protein
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Obr. 9.2: Fyloeneticky strom hodnot Ds pro ALB protein

10 KOMPLEXNI ZHODNOCENI POUZITYCH MODELU

Zde se nabizi otazka, zda je leps$i analyzovat sekvence podle proteinovych ¢i nukleotidovych
sekvenci. Optimalni volba zavisi na tirovni evolu¢niho vztahy vysetfovanych sekvenci. Pokud
umoziuje detekci synonymnich zmén. Pokud jsou studovany hlubsi evolu¢ni vztahy, pak je
naopak vyhodnéjSi analyza proteinovych sekvenci, protoZze ke zménam v proteinovych
sekvencich dochéazi pomaleji. To souvisi i s vystupnimi hodnotami dn a ds u vypoctu evolu¢ni
vzdalenosti na zéklad¢ kodénG. Hodnota dn, tedy hodnota vypocitand na zakladé
nesynonymnich mutaci bude bliz§i vysledné hodnoté evoluéni vzdalenosti u
aminokyselinovych modelti. Naopak hodnota ds bude vice podobnd evoluéni vzdalenosti
nukleotidovym modeltim.

Pro praktické zhodnoceni vsech popsanych modeli jsem vyuzila opét ALB protein
kodujici gen. JelikoZ se neprokéazal zésadni vliv vybéru jednotlivych modelti v rdmci hodnoceni
dle nukleotidd, aminokyselin a kodond, je vhodné porovnat vlivy vybéru modelu také mezi
témito skupinami. Pro tento ucel jsem zvolila modely Tamura-Nei, Jukes-Cantor s gamma
korekci a ob¢ varianty pro hodnoceni dle nukleotida.
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Modely jsem porovnavala podle piedpokladanych vlastnosti a to Tamura-Nei spolu s Ds
a Jukes-Cantor s gamma korekci s Dn.
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|
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0 oos 01 015 02 025 03

Obr. 10.1: Fylogeneticky strom modelu Ds pro ALB protein
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Obr. 10.2: Fylogeneticky strom modelu TN93 pro ALB protein
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Hodnota korela¢niho koeficientu pro tyto dva modely R = 0,9203 a Robinsonova-
Faundova vzdalenost drs = 0.1111.

V dal$im porovnani jsou modely Jukes-Cantor s gamma korekci a Dn. Zde R = 0,9650
a dr,f =0

Sus scrofa (pig)

Bos taurus (cattle)

Felis catus (domestic cat)

Canis lupus familiaris (dog)

Homo sapiens human)

:

Macaca mulatta (Rhesus monkey)

Oryetolagus cuniculus (rabhif)

Mus musculus (house mouse)

Rattus norvegicus (Morway raf)

Mesocricetus auratus (golden hamster)

[m]
1

Gallus gallus (chickem
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Obr. 10.3: Fylogeneticky strom modelu JC s gamma korekei pro ALB protein
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Obr. 10.4: Fylogeneticky strom modelu Dn pro ALB protein

Vsechny ptedpoklady byly potvrzeny. Na obrazcich je vidét topologie porovnavanych

fylogenetickych stromi a je patrné, Ze se 1i8i jak v délce vétvi tak v samotné struktute.
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11 ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo vypracovat literarni resersi a na zakladé popsanych evolu¢nich
modell vytvofit program pro stanoveni evolu¢ni vzdalenosti fetézcl nukleotidil, aminokyselin

a kodonu.

V prvni ¢asti jsem se zaméfila na teoreticky rozbor obecnych témat jako naptiklad
molekularni evoluce a genetika, zakladni muta¢ni mechanismy nebo struktura a funkce genu.

Tyto informace jsou dtilezité pro pochopeni souvislosti vV nasledujicich ¢astech prace.

Dale jsem teoreticky popsala pouzité evolu¢ni modely, mechanismy jejich vypoctu a
vztahy mezi nimi. Konkrétné modely pro vypocet evolu¢ni vzdalenosti DNA sekvenci a
proteinovych sekvenci v aminokyselinové a kodonové reprezentaci. Dale jsou posany také dva
modely pro vypocet evolucni vzdalenosti dle kodonu, které nejsou soucdsti programového
feSeni, avSak patii k béZné pouzivanym modeliim. Jedna se o metodu o modifikovanou metodu
Nei-Gojobori a metodu Li-Wu-Luo.

Praktickou ¢ast tvofi samotny program, popis pouzitych algoritmi a popis grafického
uzivatelského rozhrani, do kterého jsou implementovany vSechny pouzité algoritmy. Tento

prvek umoziuje uzivateli snadno volit metody vypoctu a prehledné zobrazit dosazené vysledky.

Nedilnou soucasti této prace je analyza dosazenych vysledkd. Pti vybéru zdrojovych dat
jsem byla pfedevsim limitovana délkou porovnavanych sekvenci, jelikoZ se s délkou sekvenci
zvysuje vypocetni ndro¢nost. Pomoci programu jsem zjistila, Ze pro vybrané soubory sekvenci,
nema volba modelu v rdmci jednoho zptisobu hodnoceni zasadni vliv. Je ale pravdépodobné,
ze pii zkoumani jinych sekvenci se tento vliv bude vyznamnéji projevovat. Také jsem se stru¢né

zminila o chybdach, které mohou pfti vypoctu nastat.
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SEZNAM ZKRATEK

JC69 Jukestiv — Cantortiv model (1969)

K2P Kimuriv dvouparametrovy model
K3ST Kimurav tfiparametrovy model

F81 Falsensteintiv (Tajimtv - Neitiv) model
HKY85 Hasegawiiv — Kishiniiv — Yantv model
T92 Tamuriv model

TN93 Tamurav — Neiliv model

SEZNAM PRILOH
Priloha 1 Zakladni fylogenetické pojmy

Priloha 2 CD s digitalni verzi bakalarské préace, zdrojovymi soubory

programu a zdrojovymi GenBank soubory pouzitych sekvenci
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PRILOHA 1:

Pro snazs§i pochopeni textu je potfeba seznamit se s nékterymi zakladnimi pojmy fylogenetiky.

Hesla jsou popséana zjednodusené jen pro ucely pochopeni prace.

RNA

DNA

NUKLEOTID

GEN

START KODON

STOP KODON

Z anglického ribonucleic acid - Makromolekula slozend z
fetézce nukleotidl, obsahujicich cukr riboézu. Nejcastéji
tvofi jednovlanovou strukturu. RozliSujeme transverovou
RNA (tRNA), mediatorovou RNA (mRNA) a ribozomalni
RNA (rRNA). Mezi nejdulezitéjsi funkce RNA patii prenos

genetické informace pfi transkripci a translaci.

Z anglického deoxyribonucleic acid - Makromolekula
slozend z fetézce nukleotidli, obsahujicich cukr
deoxyribozu. Nejcastéji tvoti dvousroubovici, v niz jsou
jednotlivé fetézce usporadany dle komplementarity bazi. Je
nositelkou genetické informace, kdy diky procesu
transkripce do mRNA a nésledné translace utvaii primarni
strukturu proteinu dle genetického kodu.

Biologické molekuly, skladajici se z cukru (rib6za nebo
deoxyriboza), fosfatového zbytku a nukleové baze.
Nézvoslovi nukleotidi odpovidda bazi, kterou dany
nukleotid obsahuje. Baze adenin, cytosin, guanin a thymin
(zkratky A, C, G, T) se vyskytuji u DNA. U RNA je thymin
nahrazen uracilem (zkratka U). Jednotlivé nukleotidy jsou
k sobé vazany fosfodiesterovou vazbou a vytvaii fetézec
DNA ¢i RNA. Nukleotidy se dale mohou spojovat s dal§im
fetézcem pomoci vodikovych mistka dle komplementarity
bazi.

Specificky tsek DNA, ktery je exprimovan do struktury
proteinu. Soubor vSech gent tvoii genotyp, ktery spole¢né

s prostfedim utvaii fenotyp daného organismu.

.....

translace. Vétsinou se jedna o kodon AUG.

Kodon, u né¢hoz dochézi k zastaveni translace a tedy i celé
proteosyntézy. Jedna se o kodony TAA, TAG, TGA.



PROTEIN

AMINOKYSELINA

TRANSICE

TRANSVERZE

ORTOLOGNI GENY

Protein, nebo-li bilkovina, je makromolekula, jejiZz primarni
strukturu  tvofi fetézec aminokyselin. Jednotlivé
aminokyseliny jsou pospojovany peptidovou vazbou (-NH-

CO-). Proteiny tvofi podstatu vSech zivych organismd.

V uzsim slova smyslu je chapeme jako 23 zékladnich

stavebnich jednotek proteint.

Jedna se o bodovou mutaci, pfi niz dochdzi k zaméné

purinové baze za jinou, taktéz purinovou.

Jedna se o bodovou mutaci, pfi niz dochazi k zaméné

purinové bdze za pyrimidinovou.

Jsou vysledkem speciace plvodniho genu, diverguji po

vzniku druhu. Cili u viech druhti maji stejnou funkci.



