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Filogenetyka, wedtug najbardziej ogoélnej definicji, jest dziedzing zajmujaca sie badaniem
historii ewolucji i zwiazkdéw miedzy pojedynczymi osobnikami, grupami organizmoéw lub ge-
nami i genomami. Hipotezy dotyczace przebiegu ich ewolucji mozna przedstawi¢ w postaci
drzew filogenetycznych, ktore ilustruja relacje przodek—potomek miedzy badanymi jednost-
kami. Potencjalna obecno$é zdarzen ewolucyjnych, takich jak duplikacje lub straty, w ewo-
lucji rodzin gendéw moze sprawiaé, ze rekonstruowane topologie drzewa gendéw i gatunkow
beda niezgodne. Do zlokalizowania zdarzen powodujacych réznice miedzy drzewami, mozna
zastosowaé¢ metode uzgadniania drzew.

Drzewa rekonstruowane na podstawie podobieristwa sekwencji moga by¢ nieprawidtowe z
wielu powodéw. Do najczestszych nalezg btedy w sekwencjonowaniu DNA, duze podobien-
stwo badanych sekwencji oraz ograniczenia stosowanych metod. Bledne rekonstrukcje drzew
moga by¢ takze spowodowane obecnoécia zdarzen retykulacyjnych, takich jak horyzontalny
transfer genow (HGT) czy hybrydyzacje, wprowadzajacych zaklocenia do badanych sekwen-
cji. Zaburzenia w topologiach drzew moga przekladaé sie na problemy w dalszych krokach
przeprowadzanej analizy danych. Poprawnosé zdarzen ewolucyjnych, zrekonstruowanych za
pomoca opartej na topologiach metody uzgadniania, jest w ogromnym stopniu zalezna od
poprawno$ci uzgadnianych drzew. Duza wrazliwo$é na btedy i ograniczenia metody uzgad-
niania sprawiaja, ze wiarygodnos¢ zdarzeri ewolucyjnych oraz opracowanie wiarygodnych me-
tod rekonstruowania zdarzen retykulacyjnych, wcigz stanowia otwarty problem w dziedzinie
filogenetyki.

Klasyczna metoda uzgadniania drzew

Uzgadnianie drzew to metoda oparta na mapowaniu najnizszego wspolnego przodka (lca),
ktora taczy dwie topologie drzew i wyjasnia niezgodno$ci miedzy nimi. Nieformalnie rzecz
ujmujac, metoda uzgadniania umozliwia poznanie scenariusza ewolucyjnego dla danych drzew
genow i gatunkow poprzez wbudowanie drzewa genoéw w drzewo gatunkéow (Rysunek 1). Whu-
dowanie wyznacza duplikacje i straty genéw potrzebne do dopasowania drzewa genéw do
drzewa gatunkow, wskazujac w drzewie genéw wezty, w ktorych te zdarzenia prawdopodob-
nie mialy miejsce. Koncepcja uzgadniania drzew zostala zaproponowana przez Goodmana w
pracy |Goodman et al. (1979)], a pozniej sformalizowana przez Page’a w [Page (1994)]. Algo-
rytm uzgadniania poszukuje wbudowania o minimalnym koszcie, w zwigzku z czym do jego
dziatania nalezy okresli¢ model definiujacy dozwolone zdarzenia ewolucyjne i ich koszty. Naj-
czeseiej stosowanym modelem jest model duplikacji i strat (DL), ktory dopuszeza dwa rodzaje
zdarzen: duplikacje i straty gendéw. Duplikacje gendéw sa mechanizmem, uznaje sie za jedno z



gtownych zrodet nowego materiatu genetycznego w procesie ewolucji molekularnej [Taylor and
Raes (2004)], natomiast w wyniku strat genow czes¢ informacji zawarta w DNA jest tracona.
Wptyw obu tych zjawisk na DNA sprawia, ze model oparty na duplikacjach i stratach wydaje
sie by¢ dobrym przyblizeniem ewolucji. Koszt otrzymanego scenariusza jest suma kosztow
zdarzen ewolucyjnych wymaganych do uzgodnienia dwoch drzew.
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Rysunek 1: Przyktad obrazujgcy mapowanie lca oraz scenariusz ewolucyjny. Po lewej: Ma-
powanie lca miedzy drzewem genoéw G a drzewem gatunkow S (pominieto mapowanie lici).
Po prawej: Wbudowanie reprezentujace scenariusz ewolucyjny, ktory odpowiada mapowaniu
lca. Tutaj do uzgodnienia drzew G i S potrzebne sg dwie duplikacje i jedna strata genu.

Ocena poprawnosci topologii drzew

Drzewa filogenetyczne zrekonstruowane na podstawie podobienistwa sekwencji genetycznych
przedstawiaja jedynie hipotetyczne zaleznosci ewolucyjne. Ze wzgledu na ograniczenia metod
rekonstrukcji oraz potencjalne btedy w danych, wiarygodnos$é¢ drzew moze by¢ w niektoérych
przypadkach watpliwa. Analizowane dane moga rowniez zawieraé¢ bardzo podobne do siebie
sekwencje lub by¢ zaburzone przez zdarzenia retykulacyjne, co skutkuje rekonstrukcja drzew
o nieprawidtowych topologiach.

Rozwiazanie kwestii wiarygodnosci drzew filogenetycznych zostato zaproponowane przez
Felsensteina |Felsenstein (1985)], ktory w swojej metodzie wykorzystal nieparametryczny bo-
otstrap. W poczatkowym etapie tej metody tworzony jest zestaw drzew prébkowych, zrekon-
struowanych na podstawie losowo zmienionych sekwencji gendéw. Nastepnie oryginalne drzewo
poréwnuje sie z drzewami probkowymi i dla kazdej gatezi lub klastra oblicza sie procent drzew
probkowych, w ktérych znaleziono identyczng gataz lub klaster, czyli zbior wszystkich lisci w
danym poddrzewie. Otrzymane wyniki mozna interpretowac jako wskazanie wplywu arbitral-
nych zmian nieprzypominajacych wzorca ewolucyjnego, takich jak btedy sekwencjonowania,
na topologie rekonstruowanego drzewa filogenetycznego. Graficzne przedstawienie schematu
metody bootstrapu oraz wyliczone warto$ci wsparcia dla przyktadowego drzewa przedsta-
wione sa na Rysunku 2.

Wiarygodno$é Zdarzen Duplikacji i Specjacji

Zdarzenia duplikacji i start w historii ewolucyjnej rodziny genéw mozna okredli¢ za pomoca
metody uzgadniania drzew. Jednakze, podczas gdy klasyczny model uzgadniania stosuje sie
tylko do drzew ukorzenionych, wigkszoéé standardowych metod rekonstrukcji zwraca drzewa
nieukorzenione. Jednym z rozwiazan tego problemu jest ukorzenianie badanych drzew. Ist-
nieje kilka metod ukorzeniania, jednak problem identyfikacji wiarygodnego miejsca ukorze-
niania jest nietrywialny |Gorecki and Eulenstein (2012)]. Ukorzenianie metoda outgroup,
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Rysunek 2: Schemat przedstawiajacy trzy etapy obliczania warto$ci wsparcia dla drzew filo-
genetycznych przy uzyciu metody bootstrap.

w przypadku gdy drzewo jest heterogeniczne, moze prowadzi¢ do blednego ukorzenienia.
Innymi stosowanymi rozwiazaniami sa metody oparte o wykorzystanie zatozenia o zegarze
molekularnym lub punktu srodkowego (midpoint). W obu przypadkach wyniki ukorzeniania
moga by¢ jednak nieprawidlowe, jesli w drzewie wystepuje zmiennos$é tempa ewolucji [Hol-
land et al. (2003); Huelsenbeck et al. (2002)]. W pracach [Chaudhary et al. (2012); Durand
et al. (2006); Gorecki and Eulenstein (2012)]| zaproponowano rozwiazanie polegajace na wy-
korzystaniu operacji edycji drzew w celu poprawienia topologii drzew przed uzgadnianiem. 7
kolei metoda proponowana w [Beretta and Dondi (2014); Swenson et al. (2012); Dondi et al.
(2014)] polegata na wstepnym przetworzeniu zbioru drzew genoéw poprzez usuniecie z niego
drzew zawierajacych wezly powodujace niespdjnosci.

Podejscie do problemu z zupelnie innej strony polega na rozszerzeniu metody uzgadniania
drzew w taki spos6b, aby mozliwe byto uzgodnienie nieukorzenionego drzewa genéw z ukorze-
nionym drzewem gatunkow. Takie rozwiazania zostaly przedstawione w pracach [Gorecki and
Tiuryn (2007); Yu et al. (2011)], gdzie metoda uzgadniania poszukuje takiego ukorzenienia
drzewa, ktore indukuje minimalny koszt duplikacji i strat. Opisana metoda nie rozwiazuje
jednak problemu innych btedéw jakie moga wystepowaé w topologiach drzew, co sprawia, ze
wiarygodnos$¢ wynikéw uzgadniania pozostaje istotnym zagadnieniem w badaniach filogene-
tycznych.

W Rozdziale 3 rozprawy doktorskiej przedstawiamy wyniki opublikowane w pracy [Myko-
wiecka and Gorecki (2018)], w ktorej poruszamy kwestie wiarygodnosci zdarzen ewolucyjnych
oraz opisujemy nasza metode, oparta na potaczeniu uzgadniania nieukorzenionych drzew i
nieparametrycznego bootstrapu, ktora pozwala rozwiaza¢ ten problem.

Uzgadnianie nieukorzenionych drzew

Klasyczny model uzgadniania drzew mozna rozszerzy¢ o uzgadnianie nieukorzenionego drzewa

genéw z ukorzenionym drzewem gatunkoéw, poprzez poszukiwanie ukorzenienia drzewa genéw

z minimalnym kosztem duplikacji i strat [Gorecki and Tiuryn (2007); Yu et al. (2011)].
Zbior wszystkich krawedzi o minimalnym koszcie duplikacji i strat nazywamy plateau.



Z twierdzenia zaczerpnietego z [Gorecki and Tiuryn (2007)] oraz topologicznych wlasnosci
drzew wynika, ze graf indukowany przez plateau jest nieukorzenionym drzewem binarnym.
Przyktad nieukorzenionego uzgadniania jest przedstawiony na Rysunku 3.
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Rysunek 3: Na gdrze: Przykltad nieukorzenionego drzewa genéw G, uzgodnionego z drzewem
gatunkow S. Przy kazdej krawedzi umieszczony koszt duplikacji i strat uzgodnienia drzewa G,
ukorzenionego na danej krawedzi, z drzewem S (optymalny koszt wynosi 9). W G wystepuja
trzy klastry specjacyjne bez lisci (zaznaczone zielonymi kotkami) oraz dwa klastry duplika-
cyjne (jeden zaznaczony ciemnofioletowym kwadratem i klaster korzenia). Kazda krawedz
nalezaca do plateau jest pokolorowana na czerwono i ma etykiete E1, E2 lub E3, odpowiada-
jaca jednemu z widocznych ponizej wbudowan. Na dole: Trzy wbudowania przedstawiajace
wszystkie optymalne scenariusze dla G 1 .S. Odpowiadajace sobie krawedzie w poszczegdlnych
wbudowaniach sg oznaczone odpowiednimi kolorami.

Wartosci wsparcia dla zdarzen ewolucyjnych

W rozprawie zaprezentowaliémy nowe podej$cie do oceny wiarygodnosci duplikacji genéw i
zdarzen specjacyjnych w ukorzenionych i nieukorzenionych drzewach gendéw. Wsrod opisanych
wynikéw teoretycznych przedstawiamy w szczegélnosci liniowy algorytm obliczajacy warto-
$ci wsparcia dla zdarzeri ewolucyjnych. Zaproponowana przez nas koncepcja wsparcia dla
duplikacji i specjacji, pozwala na weryfikacje wiarygodno$ci scenariuszy ewolucyjnych uzyski-
wanych przy uzyciu metody uzgadniania drzew. Przyktad przedstawiajacy obliczone wartosci
wsparcia dla duplikacji i specjacji w drzewie gendéw z Rysunku 3, znajduje sie na Rysunku 4.

Jednym z mozliwych zastosowan wartoéci wsparcia zdarzen ewolucyjnych jest wykorzysta-
nie ich w problemie rekonstrukcji superdrzewa. Zaobserwowalismy, ze jako$é¢ otrzymywanego
superdrzewa mozna poprawi¢ poprzez usuniecie z badanego zbioru drzew genéw o stabym
wsparciu dla zdarzeni ewolucyjnych. Superdrzewo zrekonstruowane na podstawie tak oczysz-
czonego zbioru danych bylo réwniez bardziej spdjne biologicznie.

Drugim zaprezentowanym zastosowaniem bylo uzycie naszej metody do oceny popraw-
nodci ukorzenienia drzew. PrzeprowadziliSmy poréwnanie kilku metod ukorzeniania drzew i
uzyskane wyniki pokazaly, ze wiekszo$¢ metod zwraca nieprawidlowo ukorzenione drzewa.
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Rysunek 4: Przyktad wartosct wsparcia dla drzewa z Rysunku 3. Po lewej: drzewo genéw
G 7z podanymi warto$ciami wsparcia duplikacji i specjacji dla klastrow nie bedacych li§¢mi,
obecnych w optymalnym ukorzenieniu. Po prawej: drzewa 17, Ty i T3 - drzewa probkowe
otrzymane metoda bootstrap dla G. Przy krawedziach drzew T; znajduja sie koszty duplikacji
i strat uzyskane dla odpowiadajacych im ukorzenieri.

Rekonstrukcja Wiarygodnych i Spéjnych Czasowo Horyzontal-
nych Transferéw Genow

Ewolucje pojedynczej rodziny genéw lub grupy gatunkéw mozna zazwyczaj przedstawié w
postaci drzewa filogenetycznego, jednak w przypadku analiz metagenomicznych, model zda-
rzefi ewolucyjnych powinien uwzgledniaé¢ takze zdarzenia retykulacyjne, takie jak horyzon-
talny transfer gendow, ktory jest istotnym czynnikiem wprowadzajacym zmiennosé genetyczna,.
Trudnos$é problemu, w przypadku zdarzen HGT, polega miedzy innymi na tym, ze uwzgled-
niajace je modele sa duzo bardziej ztozone i wymagajace obliczeniowo [Nguyen et al. (2013);
Scornavacca et al. (2014); Sjostrand et al. (2014); Szollssi et al. (2013); Tofigh et al. (2011)].

Proponowanych byto kilka strategii podejécia do problemu. Jednym z mozliwych sposo-
boéw zmniejszenia zlozonosci czasowej do wielomianu jest zezwolenie na tworzenia cykli przez
transfery. W takim przypadku zadanie moze byé¢ rozwiazane przy pomocy programowania
dynamicznego [Bansal et al. (2012); Mykowiecka et al. (2017); Tofigh et al. (2011)], jednak
otrzymane rozwiazanie moze nie by¢ biologicznie poprawne.

Inna mozliwos¢ polega na przypisaniu niektérym lub wszystkim weztom drzewa gatunkow
czasu rozejécia. Wprowadzony zostaje w ten sposoéb dodatkowy wymog uporzadkowania cza-
sowego w scenariuszu, co utatwia obliczenia [Ranwez et al. (2015)] i pozwala na rozwiazanie
problemu w czasie wielomianowym [Bansal et al. (2012); Doyon et al. (2010)]. Dostepnos¢ da-
towanych drzew gatunkéw jest jednak bardzo ograniczona, zwlaszcza w przypadku gatunkow
bakterii, u ktérych czeste sa horyzontalne transfery genoéw.

Kolejnym sposobem jest wstawienie potencjalnych krawedzi transferowych bezposrednio
do drzewa gatunkéw. Otrzymany w ten sposob graf skierowany, zwany grafem gatunkdw,
reprezentuje ewolucje gatunkéw i zawiera zestaw poziomych krawedzi, ktore moga byé¢ wy-
korzystane przez linie ewolucyjne genéw jako horyzontalne transfery. W przypadku, gdy
proponowane transfery nie tworza cykli, ztozonosé czasowa takiego modelu jest wielomia-
nowa |Gorecki (2004); Scornavacca et al. (2017)].



W Rozdziale 4 rozprawy zajeliSmy sie kwestia znajdowania wysoko wspieranych zdarzen
transferowych. Do weryfikacji wiarygodnosci znajdowanych transferéw, zaproponowaliSmy
nowa miare oparta na nieparametrycznym bootstrapie, zwana wsparciem transferéw. Na-
stepnie, wykorzystaliSmy te miare do zaprojektowania wydajnego algorytmu iteracyjnego,
szukajacego acyklicznych i dobrze wspieranych zdarzern HGT. Ztozonos$¢ czasowa i pamie-
ciowa stworzonego algorytmu, w kroku obliczania minimalnego kosztu uzgodnienia binarnego
drzewa genoéw G z drzewem gatunkow S, wynosi O(|G||S]). Mimo ze nasz algorytm jest
heurystyka, ktorej ztozonosé zalezy od zastosowanych warunkéw zatrzymania, drzew wej-
sciowych, liczby znajdowanych optymalnych scenariuszy HGT, oraz innych parametréow (np.
liczby iteracji), to nasze testy wykazaly jego wysoka wydajnosé¢ na danych empirycznych.
Podsumowujac, nasza metoda jest nowym podejsciem do problemu poszukiwania zdarzen
HGT w ewolucji genéw i gatunkoéw, ktora postuluje najbardziej prawdopodobne miejsca na
podstawie wiarygodnosci znajdowanych transferéw. Schemat przedstawiajacy przebieg algo-
rytmu jest przedstawiony na Rysunku 5. Opisane w Rozdziale 4 badania i ich wyniki zostaly
opublikowane w [Mykowiecka et al. (2018)].
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Rysunek 5: Przyktadowy przebiegu algorytmu szukajacego wiarygodnych i spéjnych czasowo
zdarzen HGT. Od gdry: wejsciowe drzewo gatunkow (a, (b, c)) 1 trzy iteracje petli glownej z
potencjalnymi grafami gatunkéw. Dla kazdego grafu gatunkéw wartosci wsparcia transferu sg
podane na odpowiednich krawedziach transferowych, natomiast koszt DLT, tj. suma kosztow
duplikacji, strat i HGT, jest pokazany po prawej stronie korzenia. W tym przyktadzie przyj-
mujemy, ze transfery w grafie gatunkéw sg dobrze wspierane, jesli wsparcie kazdego z nich
jest wieksze niz .8. Odrzucone grafy sg zaznaczone czerwonymi krzyzykami. Zgodnie z tymi
kryteriami nasz algorytm zwraca zaznaczony na zielono graf o koszcie 4 z drugiej iteracji.
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W celu sprawdzenia skutecznosci naszej metody, przeprowadziliémy eksperymenty na
dwoch empirycznych zbiorach danych, z ktérych jeden zawierat blisko, a drugi daleko spokrew-
nione grupy gatunkéw. Oba eksperymenty wykazaly, ze metoda ta moze byé¢ wykorzystywana
do wspierania znanych lub weryfikowania rozwazanych hipotez dotyczacych transferéw, choé
musi by¢ stosowana ze §wiadomoscig istnienia problemu ukorzeniania. Dokladnosé algorytmu
zostata zweryfikowana w eksperymentach z wykorzystaniem symulowanych danych. Wyniki
pokazaly, ze algorytm osiaga wysoki odsetek poprawnie wskazanych transferow zaréwno dla
drzew z jednym, jak i z dwoma HGT.

Rekonstrukcja Relacji Gen—Gatunek

Ztozonos¢ fizjologii i biochemii drobnoustrojoéw sprawia, ze czesto niemozliwe jest stworzenie
jasnego obrazu pojedynczych gatunkéw nalezacych do grupy drobnoustrojow. Najczesciej sto-
sowana w badaniach metagenomicznych metoda sekwencjonowania, czyli metoda typu shot-
gun, w ktorej genomy wszystkich mikroorganizméw sa sekwencjonowane razem, sprawia ze
tracone sg informacje o przynaleznosci gendéw do konkretnych gatunkow.

Podejécie stosowane réwnolegle do metagenomiki typu shotgun, w ktérym sekwencjono-
wane sa amplikony genéw markerowych, zapewnia doktadniejsze zobrazowanie réznorodnosci
biologicznej [Weisburg et al. (1991)]. Niestety jedynie nieliczne drzewa rodzin genow, takich
jak rybosomalny 16S lub gen biatlkowy RecA, swa topologia odpowiadaja drzewu gatun-
kow [Thompson et al. (2004)].

Do rozwiazania problemu rekonstrukcji relacji gen—gatunek, zaproponowaliSmy podejscie
oparte na uzgadnianiu drzew z uwzglednieniem zdarzeiit HGT. Problem ten moze by¢ w ogdl-
nosci zdefiniowany w nastepujacy sposob: dla danego drzewa gendw z czeSciowym etykietowa-
niem i drzewa gatunkow, przypisz wszystkie brakujgce etykiety w drzewie genow w taki sposob,
aby koszt uzgodnienia drzew byt minimalny.

Wedltug naszej wiedzy, dotychczasowe rozwiazania problemu rekonstrukcji relacji gen—
gatunek obejmowaly jedynie metody oparte na koszcie gtebokiej koalescencji oraz koszcie du-
plikacji i strat, natomiast rozszerzenia obejmujace zdarzenia HGT nie byly stosowane [Mad-
dison (1997); Zhang and Cui (2010); Bafna et al. (2000); Betkier et al. (2015)]. W Roz-
dziale 5 przedstawiamy stworzone przez nas wydajne algorytmy, stuzace do obliczania opty-
malnych kosztéw i do rekonstrukeji relacji gen—gatunek przy zastosowaniu wazonych funkcji
kosztow uwzgledniajacych duplikacje i straty genow oraz zdarzenia HGT [Mykowiecka et al.
(2017)]. Nasze rozwiazanie obejmuje dwa modele ze zdarzeniami transferowymi: spojny cza-
sowo (tcDTL) i ogolny (DTL). Algorytm dla modelu DTL dziata w czasie O(|G||S]), jesli
zaréwno drzewo gendéw G, jak i drzewo gatunkéw S sg binarne W przypadku gdy S zawiera
multifurkacje, a drzewo genoéw jest binarne ztozonosé¢ wynosi O(|G||S|AS), gdzie AS jest
maksymalnym stopniem wezléw z S. Dla modelu spdjnego czasowo opisujemy algorytm o
ztozonosci czasowej O(|G||S|?) i proponujemy usprawnienie bazujace na strukturach danych
z |Bansal et al. (2012), ktore dziata w czasie O(|G||S|log|S|). Przyktad rekonstrukeji relacji
gen-gatunek przedstawiono na Rysunku 6.

Dziatanie naszego algorytmu przetestowaliSmy na zbiorze danych z [Betkier et al. (2015)],
reprezentujacym typowy scenariusz analizy amplikonéw, a do obliczen zastosowalidémy kilka
zestawow kosztow zdarzen ewolucyjnych. Dla niektérych zestawéw przyporzadkowania byty
dos¢ jednoznaczne, podczas gdy dla innych, zwlaszcza dla zerowego kosztu straty genéw, byty
one rozproszone po wszystkich lisciach drzewa gatunkéw. Obserwacja ta wskazuje na istotny
wplyw kosztéw zdarzen na metody uzgadniania drzew i stawia pytanie o dobor odpowiednich



a L a
|1
a

a \a ‘a &
Heat map of inferred distribution
a a a b a b a b a b a b

of mappings for leaves from G

Rysunek 6: Rekonstrukcja relacji gen—gatunek dla przyktadowego drzewa gendw G i gatunkow
S. Po lewej: Grafika przedstawiajaca rozktady mapowan lisci, czyli informacje o czestosci
mapowania danego genu na poszczegélne gatunki. Po prawej: Optymalne scenariusze ewolu-
cyjne. Brakujace przyporzadkowanie lisci w drzewie genéw oznaczone jest symbolem “1”7. W
tym przykladzie, przy zatozeniu, ze zdarzenie HGT ma koszt 2 razy wiekszy niz duplikacje i
straty, istnieja trzy optymalne scenariusze ewolucji. Zaktadajac, ze kazdy optymalny scena-
riusz jest réwnie prawdopodobny, prawdopodobienistwo, ze 1 jest a wynosi %, natomiast dla

- . 2
b jest rowne 3.

parametréw. Niemniej jednak, ogélne wyniki wykazalty zdolnosé naszego podejécia do wzmoc-
nienia taksonomicznego przyporzadkowania sekwencji w badaniach metagenomicznych. Na
Rysunku 7 przedstawiona jest rekonstrukcja relacji gen—gatunek przeprowadzona dla kilku
zestawow kosztow zdarzeri ewolucyjnych.

Metody Oparte na Sieciach Filogenetycznych

Struktura drzew zdaje si¢ by¢ najbardziej naturalnym sposobem przedstawiania historii ewo-
lucji gatunkéw i chociaz w wielu przypadkach sa one wystarczajace, to nie zawsze relacje
ewolucyjne mozna przedstawi¢ za pomocg struktury drzewowej. W przypadku zdarzen rety-
kulacyjnych, takich jak rekombinacja, hybrydyzacja lub horyzontalny transfer genéw, do po-
kazania nowych i bardziej ztozonych relacji potrzebne sa dodatkowe rozgaltezienia i nowe typy
weztoéw. Potrzebne elementy struktury mozna znalezé w sieciach filogenetycznych, ktore sa
coraz czeciej wykorzystywane w badaniach z dziedziny filogenetyki. Niewatpliwa zaleta sieci
filogenetycznych jest mozliwos¢ pokazania wielu mozliwych $ciezek ewolucji. Podczas bada-
nia bardzo blisko spokrewnionych sekwencji pochodzacych z mikroorganizméw, pojedynczych
komoérek lub ras zwierzat, wartosci wsparcia bootstrap dla rekonstruowanych drzew sg zazwy-
czaj bardzo niskie. Dzieje sie tak poniewaz zbyt duze podobieristwo sekwencji uniemozliwia
jednoznaczne rozstrzygniecie stopni pokrewienistwa sekwencji. Podczas gdy struktura drzewa
wymusza wybranie jednej, by¢ moze nieprawidtowej topologii, sieci umozliwiaja przedstawie-
nie wszystkich potencjalnych $ciezek. Przeprowadzana analiza danych moze by¢ dzieki temu
pelniejsza i bardziej wnikliwa.

W Rozdziale 6 zaproponowaliémy zastosowanie podejscia opartego na sieciach do ana-
lizy danych nowotworowych. Analizowane zbiory zawieraty sekwencje receptoréw BCR z
komorek limfocytow B, bedacych czescig humoralnego uktadu odpornosciowego, uzyskane od
pacjentéw z chloniakiem pecherzykowym (FL). Sieci zrekonstruowane dla powyzszych da-
nych pozwalajg na modelowanie ewolucji guza i obserwacje selekcji subklonalnej indukowanej
mutacjami BCR. Uzyskane wyniki potwierdzity istotna role mutacji BCR w rozwoju chto-



niaka grudkowego, jednak konieczne sa dalsze badania nad czynnikami, ktére moga wplywaé
na zachowanie mutacji. Lepsze zrozumienie i poznanie proceséw zwiazanych z progresja FL
powinno pozytywnie wptynaé na rozwéj metod leczenia i poméc w odkryciu przyczyn nowo-
tworu. Prace nad projektem wciaz trwaja, a wstepne wyniki zostaly opublikowane w [van
Bergen et al. (2019)]. Przyklady sieci zrekonstruowanej za pomoca naszego protokotu WIL-
LOW sg przedstawione na Rysunku 8.

Podsumowanie

W niniejszej rozprawie skupiliSmy sie na problemach z zakresu filogenetyki i teorii graféw, ze
szczegbdlnym uwzglednieniem rekonstrukcji wiarygodnych zdarzen ewolucyjnych w drzewach
genéw i gatunkéw. PrzedstawiliSmy zaréwno wyniki teoretyczne, jak i eksperymentalne, w
tym nowe twierdzenia, lematy i algorytmy wraz z dowodami poprawnosci, wtasnosci prezento-
wanych struktur oraz wyniki pokazujace na danych rzeczywistych i symulowanych potencjalne
zastosowanie i wydajno$é naszych metod i algorytmow.

Proponowane rozwiazania sa opracowanymi i gotowymi do wykorzystania metodami, ktére
zostaly zastosowane do réznego rodzaju zbioréw danych i probleméw. Nadal istnieje jednak
wiele potencjalnych sposob6éw na ich udoskonalenie, rozszerzenie i dalszy rozwdéj. Zapropono-
wane wartosci wsparcia, zaréwno dla duplikacji i specjacji zdefiniowane w Rozdziale 3, jak i dla
zdarzen HGT z Rozdzialu 4, mozna rozszerzy¢ wprowadzajac nieco inna definicje wsparcia,
oparta na topologii poddrzew, a nie obecnosci klastrow. Przy takim podejéciu uwzgledniana
bytaby nie tylko obecnosé lisci, ale takze ich rozktad topologiczny w drzewie. Pozwolitoby to
uchwyci¢ bardziej szczegdtowe zaleznosci miedzy drzewami genow, jednak nalezy sie liczyé¢ z
tym, ze uzyskiwane w ten sposéb wartosci wsparcia bylyby nizsze niz te oparte na klastrach.

W przypadku algorytmu rozwiazujacego problem rekonstrukeji relacji gen—gatunek poten-
cjalne rozszerzenia obejmujg metody analizy calych probek metagenomicznych, ktére moga
zawieraé sekwencje z wielu rodzin genéw. Zaleznosci miedzy drzewami genéw moga pomodc
we wprowadzeniu dodatkowych ograniczenn do mapowan nieznanych etykiet w drzewach.

Podejscie oparte na sieciach filogenetycznych zastosowane do danych z projektu doty-
czacego chtoniaka pecherzykowego pozwolito na zobrazowanie ztozonych zaleznosci miedzy
sekwencjami receptorow BCR pochodzacymi z limfocytow B. Byliémy w stanie wymodelowaé
ewolucje guza i zaobserwowaé selekcje subklonalng indukowang przez mutacje BCR. Istnieje
jednak jeszcze wiele mozliwodci rozszerzenia struktury sieci oraz wiele danych, takich jak se-
kwencje spoza regionu BCR, ktore mozna witaczyé do informacji zawartych w sieci i ktore
pozwola poszerzyé¢ nasza wiedze na temat chloniaka pecherzykowego.
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