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            Seminarski rad Koja ˇ zivotinja nam je prenela SARS Veljko Mati´ c, Rajko Kori´ canac Bioinformatika 26. maj 2016 1 Uvod Sve je poˇ celo 21. februara 2003. godine u Metropol hotelu u Hong Kongu. Kineski doktor koji je leˇ cio pacijente od smrtonosne respiratorne bolesti u Kini, doˇ sao je tog dana u ovaj hotel, zbog venˇ canja kojem je trebalo da prisustvuj sutradan. Me dutim, kako se sutradan nije ose´ cao dobro, potraˇ zio je pomo´ c doktora. Dve nedelje kasnije, bio je mrtav. Ovo je jedan od najbitnijih doga daja u 21. veku. Doktor je za jedno veˇ ce zarazio 13 drugih ljudi. Dva dana kasnije, bolest je bila u Hanoju. Tri dana kasnije, preˇ sla je Paciﬁk i stigla do Toronta. ˇ Cetiri dana kasnije, bolest je bila globalna. Ovu bolest danas znamo kao SARS (eng. Severe Acute Respiratory Syndrome). Istraˇ zivaˇ ci su uskoro otkrili da se suoˇ cavaju sa novim virusom, koji su nazvali korona virus. Ovo je RNK virus, ˇ sto znaˇ ci da poseduje RNK, ne DNK. RNK replikacija ima mnogo ve´ ci stepen greˇ saka nego DNK, ˇ sto znaˇ ci da su RNK virusi u mogu´ cnosti da mutiraju jako brzo. Ovo je razlog i zaˇ sto se vakcine menjaju svake godine. Tako de, to je razlog i zaˇ sto ne postoji vakcina za HIV. Istraˇ zivaˇ ci su odmah pretpostavili da nam je SARS prenela neka ˇ zivotinja, kao i HIV. Ali, pitanja kao ˇ sto su: - koja ˇ zivotinja nam je prenela SARS - kako je inﬁciran prvi ˇ covek - kako se SARS proˇ sirio celim svetom su povezana sa pravljenjem evolucionih (ﬁlogenetskih) stabala. 1 
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Seminarski radKoja zivotinja nam je prenela SARS
 Veljko Matic, Rajko KoricanacBioinformatika
 26. maj 2016
 1 UvodSve je pocelo 21. februara 2003. godine u Metropol hotelu u Hong Kongu. Kineski doktor
 koji je lecio pacijente od smrtonosne respiratorne bolesti u Kini, dosao je tog dana u ovajhotel, zbog vencanja kojem je trebalo da prisustvuj sutradan. Medutim, kako se sutradannije osecao dobro, potrazio je pomoc doktora. Dve nedelje kasnije, bio je mrtav.
 Ovo je jedan od najbitnijih dogadaja u 21. veku. Doktor je za jedno vece zarazio 13drugih ljudi. Dva dana kasnije, bolest je bila u Hanoju. Tri dana kasnije, presla je Pacifik istigla do Toronta. Cetiri dana kasnije, bolest je bila globalna. Ovu bolest danas znamo kaoSARS (eng. Severe Acute Respiratory Syndrome).
 Istrazivaci su uskoro otkrili da se suocavaju sa novim virusom, koji su nazvali koronavirus. Ovo je RNK virus, sto znaci da poseduje RNK, ne DNK. RNK replikacija ima mnogoveci stepen gresaka nego DNK, sto znaci da su RNK virusi u mogucnosti da mutiraju jakobrzo. Ovo je razlog i zasto se vakcine menjaju svake godine. Takode, to je razlog i zasto nepostoji vakcina za HIV.
 Istrazivaci su odmah pretpostavili da nam je SARS prenela neka zivotinja, kao i HIV.Ali, pitanja kao sto su:- koja zivotinja nam je prenela SARS- kako je inficiran prvi covek- kako se SARS prosirio celim svetom
 su povezana sa pravljenjem evolucionih (filogenetskih) stabala.
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Pitanje na koje cemo dati odgovore u ovom radu je, koje algoritme mozemo koristiti zakonstrukciju filogenetskih stabala.
 2 Transformacija matrice rastojanja u filogenetsko stabloJedan od osnovnih nacina za pravljenje filogenetskih stabala, je koriscenje matrica ras-
 tojanja. Osnovni nacin za konstrukciju matrica rastojanja je koriscenjem visestrukog porav-nanja.
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Problem 1. Konstrukcija filogenetskog stabla na osnovu matrice rastojanja (eng.
 Distance-Based phylogeny)
 Sa ove slike mozemo videti minimalni element iz matrice odgovara rastojanju izmedu dvasusedne cvora (imaju istog roditelja) u drvetu. Ovo je ideja sa kojom se krenulo u izraduprvog algoritma.
 Ukoliko znamo da odredimo dva susedna cvora u drvetu, onda postoji algoritam za kon-strukciju filogenetskog stabla, koji koristi sledeci princip.
 dk,m = [(di,m + dk,m) + (dj,m + dk,m)− (di,m + dj,m)]/2
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Sada, sa slike mozemo videti da se ova rastojanja mogu izraziti na drugaciji nacin:
 dk,m = (Di,k + Dj,k −Di,j)/2
 gde su sa “D” oznacena rastojanja izmedu listova, koja su zadata matricom.Iz prethodne jednakosti se lako izvodi formula za rastojanje cvora “i” do svog roditeljskog
 cvora “m”:di,m = (Di,k + Di,j −Dj,k)/2
 Dakle, imamo nacin da pronademo dva susedne cvora, i njihovo rastojanje od zajednickogroditelja. Nakon toga, dva suseda i roditelj se stapaju u jedan cvor, dok se u matrici azurirajuodgovarajuca rastojanja. Time dobijamo novu matricu, smanjenih dimenzija. Rekurzivnomprimenom algoritma na novodobijenu matricu, moguce je jednostavno konstruisati filogenet-sko stablo.
 Postoje dva problema sa ovim algoritmom. Prvi problem je u tome sto smo krenuliod pretpostavke da najmanje rastojanje u matrici odgovara rastojanju dva susedna cvorau stablu. Ispostavice se da ovo nije uvek slucaj. Drugi problem predstavlja to sto ovajalgoritam ne radi za matrice koje nisu aditivne (ne postoji odgovarajuce stablo koje ih upotpunosti zadovoljava).
 Medutim, ovaj algoritam je jako znacajan iz razloga sto ce kasnije posluziti u izradijednog od najznacajnijih algoritama danasnjice.Problem 2. Nalazenje duzina grana koje su povezane sa listovima stabla (eng. limblength)
 U prethodnom problemu smo izveli formulu za rastojanje listova od zajednickog roditelja,sto je slicno onome sto i sada zelimo. Medutim, prethodna formula vazi samo u slucaju kadasu u pitanju dva susedna cvora.
 Teorema: Duzina grane koja sadrzi list i jednaka je minimumu
 (Di,k + Di,j −Dj,k)/2
 nad svim listovima j i k.
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Additive Phylogeny je algoritam koji radi koriscenjem limb length algoritma. Opis jedat u nastavku.
 1. Selektujemo proizvoljni list j
 2. Primenjujemo limb length algoritam, i racunamo rastojanje od j do njegovog roditelja
 3. Formiamo matricu Db tako sto oduzimamo prethodno izracunato rastojanje od svihbrojeva u j-oj vrsti i j-oj koloni matrice DOvim dobijamo matricu u kojoj list j ima rastojanje od roditelja jednako nuli.
 4. Zatim, izbacujemo j-tu vrstu i j-tu kolonu iz matrice D, cime dobijamo manju matricu,koju zovemo Dtrim
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5. Rekurzivno se poziva algoritam za matricu Dtrim
 6. Identifikujemo mesto u drvetu dobijenim rekurzivnim pozivom, gde treba nadovezaticvor j
 FormuluDboldij+Dboldjk = Dboldik, tumacimo tako da se mesto na koje treba nadovezatij mora pojaviti na putu izmedu i i k.
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7. Nadovezujemo j i dodeljujemo limb_length(j) kao duzinu dodate grane
 Coronavirus Phylogeny - primenom Additive Phylogeny algoritma na matricu udaljenostiSpike proteina korona virusa, primecujemo da matrica nije aditivna. Izmenimo ovu matricutako da dobijemo aditivnu, primenom algoritma na izmenjenu matricu dobijamo odgovor daje civet (eng. Palm Civet) zivotinja koja nam je prenela SARS.
 3 Ultrametricka stablaIstrazivaci cesto pretpostavljaju da svi unutrasnji cvorovi evolutivnog stabla odgovaraju
 specijacijama, gde se jedna vrsta deli u dve nove.
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Ako postavimo koren onda dobijamo binarno drvo sa korenom. Cilj nam je da osmis-limo heuristiku koja modeluje molekularni sat koji dodeljuje godine svakom cvoru u drvetu.Godine koja odgovara listu je 0. Godina dodeljene unutrasnjim cvorovima nam govore prekoliko vremena se desila specijacija koja odgovara tom unutrasnjem cvoru. Tezine granaodgovaraju razlici u godinama na cvorovima koje ta grana povezuje.
 Ultrametricko stablo: Rastojanje od korena do bilo kog lista je isto.
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UPGMA: A Clustering Heuristic
 1. Formirati klaster za sve danasnje vrste, svaki sadrzi jedan list
 2. Pronaci dva najbliza klaster C1 i C2 prema prosecnoj udaljenosti Davg(C1, C2) =∑iinC1,jinC2Dij/|C1| ∗ |C2| gde je |C| oznacava broj elemenata u C
 3. Spojiti klastere C1 i C2 u klaster C
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4. Formirati novi cvor za C i spojiti ga sa C1 i C2. Postaviti godinu za C prema formuliDavg(C1, C2)/2
 5. Izmeniti matricu rastojanja izracunavanjem prosecne udaljenosti izmedu svakog paraklastera.
 6. Ponavljati ovo sve dok jedan klaster ne sadrzi sve vrste.
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UPGMA: A Clustering Heuristic algoritam pravi drvo koje ne odgovara matrici ras-tojanja (zato sto matrica nije aditivna).
 4 Algoritam zdruzivanja susedaAlgoritam zdruzivanja suseda (eng. The Neighbor-Joining Algorithm) je jedan od najos-
 novnijih algoritama u bioinformatici. Kreirali su ga Naruya Saitou i Masatoshi Nei 1987.godine.Neighbor-Joining Theorem
 Za datu n x n matricu udaljenosti D, matrica zdruzivanja suseda D∗ je definisana sa:D∗
 i,j = (n − 2) ∗Di,j − TotalDistanceD(i) − TotalDistanceD(j), gde je TotalDistanceD(i)suma svih udaljenosti od i do svih drugih listova.
 Teorema: Ako je matrica D aditivna, onda najmanji element matrice D∗ odgovarasusednim listovima u drvetu D.
 Algoritam zdruzivanja suseda
 1. Konstruisati matricu zdruzivanja suseda D∗ od matrice D.
 2. Pronaci najmanji element D∗i,j matrice D∗.
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3. Izracunati ∆i,j = (TotalDistanceD(i)− TotalDistanceD(j))/(n− 2).
 4. Postaviti da je LimbLength(i) jednako 1/2 ∗ (Di,j + ∆i,j) i da je LimbLength(j) jed-nako 1/2 ∗ (Di,j −∆i,j).
 5. Formiramo matricu D′ tako sto izbrisemo i-ti i j-ti red i kolonu iz matrice D i dodamo
 m-ti red i kolonu tako da za svako k, Dk,m = (Di,k + Dj,k −Di,j)/2 .
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6. Primeniti NeighborJoining na D′ da bi se dobilo drvo D
 ′ .
 7. Zakaciti grane cvora i i cvora j da bi se dobilo drvo D.
 Pridruzivanje suseda kod korona virusa algoritam mozemo primeniti na neaditivnumatricu udaljenosti koju smo izveli od korona virusa.
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Takode mozemo da primenimo algoritam na matricu rastojanja koju smo dobili od po-ravnavanja Spike proteina uzetim od razlicitih pacijenata, kao i iz civet korona virusa. Kadauradimo to, na osnovu malog uzorka od deset korona virusa, mozemo videti vrlo cist obrazackako se bolest prenela sa civet macke na stanovnike juzne Kine krajem 2002. godine i kakose onda prenela na druge stanovnike pocetkom 2003. godine.
 5 ZakljucakGenetska analiza je jako vazna za rekonstrukciju filogenetskog stabla. Nije uvek to bilo
 tako jasno. Kada su Zuckerkandl i Pauling napisali, pre pola veka, da hemoglobin pruzadobru osnovu za poredenje ljudi i gorila, istaknuti biolog Gaylord Simpson je rekao da jenjihova pretpostavka totalna glupost. Danas znamo da Gaylord Simpson nije bio u pravu.Mozda su u to doba Zuckerkandl i Pauling bili isuvise radikalni. Od tada genetska analizase primenjuje da bi odgovorila na ogroman broj bioloskih pitanja vezanih za rekonstrukcijufilogenetskog stabla.
 14
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