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Ozetg:e

Bu ¢alismada, ¢oklu dizi hizalamasini takiben ¢ikarimsanmis
gen dizi ikilileri arasindaki evrimsel uzakliklara uygulanan
dogrusal olmayan gémme tekniginin hata analizi sunulmugtur.
Bu amacla, sentetik gen dizileri olugturulmug ve ii¢c ayri
evrimsel yol boyunca, her dizi ikilisi arasmdaki gercek
evrimsel uzaklik kayit altina alinaraktan rastlantisal yer
degistirme mutasyonuna tabi tutulmuslardir. Diisiik boyutlu
bir vektor uzayma yapilan dogrusal olmayan gomme islemi
oncesi ve sonrast elde bulunan ¢ikarimsanmis evrimsel
uzakliklar ile gercek evrimsel uzakliklar arasindaki farkhiliklar
karsilagtirilmigtir.  Sonuglar, dogrusal olmayan gémme
igleminin ¢ikarimsanan evrimsel uzakliklarda yer alan hata
payini diigiirme konusundaki bagarisini gostermigtir. Sonug
olarak, evrimsel wuzakliklar iizerine uygulanan dogrusal
olmayan gomme igleminin, gen dizileri arasindaki evrimsel
iligkileri ortaya ¢ikarmak adina giivenilir ¢ikarimlarda
bulunabilecegi belirtilmistir.

Abstract

We present an error analysis on the application of non-linear
embedding on pairwise evolutionary distances inferred over a
collection of genetic sequences following multiple sequence
alignment. To this end, we have generated gene sequences
evolved by random substitutions along three different
evolutionary pathways with known evolutionary distances
between every sequence pair. We have compared the
discrepancy between the inferred evolutionary distances to
the true distances before and after non-linear embedding into
a low dimensional vector space. The results indicate that
non-linear embedding achieves significant reduction in error
in the estimated evolutionary distances. Consequently, non-
linear embedding of evolutionary distances can provide more
reliable inferences on the evolutionary relationships between
genetic sequences.
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1. Giris

Biyolojik organizmalarin gen ve protein dizileri arasindaki
evrimsel iligkilerin kesfi, sistemlerini meydana getiren
molekiiler ve fizyolojik mekanizmalari ortaya ¢ikarmak
acisindan 6nem tagir. Bu ¢aligmalar eldeki dizilerin arasindaki
benzerlikleri dikkate alarak, ortak atalarin ortaya g¢ikarilmasi
ve tim bu dizilerin atalar-torunlar seklinde birbirleri ile
iliskilendirildikleri soy  agaclarmin  olusturulmasiyla
gerceklestirilir. Bir diger deyisle filogenetik yontemler, bu gen
ve protein dizileri arasindaki en muhtemel hizalamay1 dikkate
alarak molekiiler yer degisimlerini saptamay1 ve bu sekilde
dizilerin ortak gegmislerini ortaya g¢ikarmayi hedefler. Bu
yontemler, dizi uzakliklarinin hesaplanip, bu uzakliklari
evrimsel uzakliklarla iligkilendiren matematiksel bir modelin
uygulanmasi ve sonugta evrimsel uzakliklarin ¢ikarsanmasina
dayanur.

Pratikte, gen ve protein dizilerinin ¢ok uzun olmast ve
Ozellikle geemis zamana ait dizilerin ¢ogunlukla elde
bulunmamasi, sistemin karmasikligini arttirir ve kavranmasini
giiclestirir. Bu nedenden dolay1 bu tip arastirmalar, istatistiksel
anlamda gergeklestirilir. Bu uygulamalar gerek dogruluk
gerekse hiz gibi Ozellikleri dolayis1 ile islemsel ortamda
yiriitiilir. Konvansiyonel anlamda kullanilan bu yéntemlerden
bazilar1 Jukes-Cantor modeli [1], Kimura’nin iki parametreli
modeli [2] ve genel zaman tersinir model’dir [3]. Bu klasik
yontemler bilinmeyen evrimsel uzakliklar hakkinda bazi
tahminlerde bulunsa da, bu tahminler bazen sonuglarin
giivenebilirligini diisiiren hatalara tabi olabilmektedir.

Bu tip ¢alismalarda saglikli sonuglar elde edilmesinin ve
bu sonuglarm kavranabilir gorsel ifadelerle aciklanmasinin
karsisindaki en biiyiik engellerden birisi de ¢ok boyutluluk
sorunudur. Analize girdi olarak verilen bu dizilerin tizerinde
kodlanmis her bir karakter, analize katilmig bir yeni boyutu
ifade eder ve bu girdiler kimi zaman onbinlerce karakter
uzunlugunda oldugunda (gen ve protein dizilerinde oldugu
gibi) boyut sorunu ¢aligmadan saglikli sonuglar almay: hayli
giiglestirebilir. Bu sorunu asmak i¢in dogrusal ve dogrusal
olmayan gémme teknikleri kullanilmaktadir. Bu teknikler
bircok farklt bilim dalinda, yapilan analizlerin sonuglarini
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makul boyutlarda ifade etmek i¢in uygulanmistir. Klasik ¢ok
boyutlu 6l¢eklendirme [4] ve esas bilesen analizi [5] bu
tekniklerin ilk ve en sik kullanilan 6rnekleridir. Analiz
edilecek veriler bir diizlem tizerinde dagilim gosterdigi zaman
basarili sonuglar iiretmesine ragmen, bu yontemlerin egri
yiizeylerde basarisiz oldugu literatiirde belirtilmistir [6]. Egri
yiizeylerdeki dagilimlar1 yakalayabilmek icin, bu klasik
yontemlerin uyarlanmasi ile birgok dogrusal olmayan gomme
teknigi gelistirilmis ve farkli alanlarda uygulanmistir. Bu
yontemlerden bazilari, dogrusal olmayan haritalama [7], yerel
dogrusal gomme [8] ve stokastik yakinlik gommesi [9]
yontemleridir.

Dogrusal olmayan gomme yontemlerinin protein ve gen
dizileri arasindaki benzerlikleri ortaya ¢ikarmak adina, ¢oklu
dizi hizalamasimi takiben dizi verilerinden ¢ikarimsanan
evrimsel uzakliklara uygulanmasi daha once ¢alisilmustir.
Omegin bir calismada, stokastik yakinlik gommesi teknigi
kullanilarak, birbiri ile yakin iliskiler igcinde olan bazi protein
dizileri anlamli kiimeler i¢inde gruplanmaya ¢aligilmustir [10].
Farkli analiz parametrelerinin denenip bu parametrelerin
optimize edilmeye ¢aligildigi arastirmada, bazi protein
ailelerinin fonksiyonel olarak birbirine yakin {yelerinin
evrimsel anlamda uzak proteinlerden ayrilip iki boyutlu
uzayda gruplanmasi basarilmis, bu sekilde dogrusal olmayan
gomme tekniklerinin protein ve gen dizilerini kiimeleyebilme
becerisi ortaya koyulmustur [10].

izometrik 6zellik haritalama (ISOMAP), dogrusal olmayan
gomme yontemlerinden biridir. Bu yontem  klasik
6lceklendirme i¢ine gOmiilmiis olarak, komsuluk diyagrami
tizerindeki jeodezik uzakliklari dikkate alir [6]. Bu ozellik,
yonteme egri ylizeyler {izerine dagilmis verileri bile basarilt
sekilde yakalama becerisini kazandirir. Analize girdi olarak
verilen ¢ikarimsanmig evrimsel uzakliklar, komsu (yakin)
noktalar arasindaki jeodezik uzakliklar1 hesaplamak i¢in iyi bir
yaklagim olarak yer alir [6]. Uzak noktalar i¢inse, bu komsu
noktalar arasindan birgok kiiciik atlama st tiste eklenerek
jeodezik uzakliklar hesaplanabilir.

Bu bildiride, sentetik gen dizilerinin, ISOMAP algoritmasi
kullanilarak uygulanmis olan dogrusal olmayan gémme
sonrasi elde edilen evrimsel uzakliklarinin hata analizi
sunulmustur. Bu raporun siradaki kisminda, farkli evrimsel
yollar izleyen sentetik dizilerin tretilmesi ve hata analizinin
gergeklestirilmesi igin kullanilan parametre agiklanmus, takip
eden boliimde ise sonuglar ortaya konulmus ve bu sonuglarin
yorumlanmasi gergeklestirilmistir.

2. Yontem

Calismada ilk 6nce, islemsel ortamda hazirlanmig olan sentetik
gen dizilerinin aralarindaki evrimsel uzakliklar, konvansiyonel
Jukes-Cantor modeli [1] kullanilarak ¢ikarimsanmistir. Daha
sonra bu veriler iizerinde ISOMAP yo6ntemi uygulanarak,
dogrusal olmayan gomme sonrasi evrimsel uzaklik degerleri
elde edilmistir. Bu iki grup evrimsel uzaklik degeri, sentetik
diziler arasindaki gergek evrimsel mesafelerle karsilastirilarak
hata analizi ortaya koyulmustur. Hata miktarlar1 grafikler
tizerinde karsilagtirilarak, ISOMAP yontemi ile yapilan
dogrusal olmayan gomme isleminin, ¢ikarimsanmis evrimsel
uzakliklar iginde yer alan hata miktarlari1 anlamli olarak
distirmeyi basarip basaramadigi diger bir deyisle, hata
distirme kapasitesi incelenmistir. Sentetik gen dizilerinin

olusturulmas: dahil tiim islemler ve analizler MATLAB®
yazilimi kullanilarak yapilmustir.

2.1. Sentetik gen dizilerinin olusturulmasi

Sentetik gen dizilerinin hazirlanmasinda ti¢ ayr1 evrimsel yol
izlenmig, analizler de bu ¢ yol igin ayr ayr
gergeklestirilmistir.  Evrimsel yollar, orijinal sentetik gen
dizisinin baz1 bolgelerinde rastlantisal bazal yer degistirmeler
yerlestirilmesi ile yeni diziler olusturulmasina dayanir. Bu
operasyon islemsel ortamda simule edilmistir.

Her bir dizi kendisinden bir 6nce gelen dizinin (6nceki
neslin) en yakin akrabasidir. Bu sekilde, nesiller ilerledikce
olusan yeni diziler, orijinal (ilk) diziden gittik¢e farklilasirlar.
Her bir evrimsel yolda 501’er (orijinal diziyle beraber) dizi
bulunur. Her bir dizi 1000 niikleotidden olusur. Analizde
kullanilan yer degistirme hizt %2’dir. Diger bir deyisle, var
olan bir diziden yeni bir dizi olusturulurken, dizilerde yer alan
ve her birini bir niikleotidin kapladigr 1000 bolgeden her biri
icin, eski dizideki niikleotidin aynen yeni diziye yerlestirilme
ihtimali %98, rastgele olarak 4 farkli niikleotidden birinin
yerlestirilme ihtimali ise %2’dir. Evrimsel yol 1 (EY1),
Evrimsel yol 2 (EY2) ve Evrimsel yol 3’tn (EY3)
olusturulmasinda izlenen yollar Sekil 1°de verilmistir.

Hata degerleri EY1, EY2 ve EY3 icin ayn ayn elde
edilmistir. Bununla beraber hata analizi, her bir evrimsel yol
icin, 500 dizi ig¢inde yer alan tiim dizi ikilileri i¢in toplu
sekilde degil, aralarinda belirli nesil sayilart bulunan diziler
icin ayri ayrt ortaya konmustur (10, 20, 50, 100 ve 200 nesil
farkliliklar i¢in). Bunun nedeni, aradaki nesil sayisinin
degisimiyle beraber, hata oranmin da siddetli sekilde
degismesidir.

2.2. Gen dizileri arasindaki c¢ikarimsanms evrimsel
uzakliklarin hesaplanmasi

Sentetik gen dizileri arasinda yer alan evrimsel uzakliklarin
cikarimsanmasinda kullanilan konvansiyonel Jukes-Cantor
modeli, stokastik bir yaklasimdir. Bu ve benzeri
konvansiyonel modeller, iki dizi arasindaki dizi uzakligini bazi
parametreler ve basit bir formulasyon yardimi ile yine bu iki
dizi arasindaki evrimsel uzakliga cevirirler. Jukes-Cantor
modeli niikleotid yer degistirme hizini 4 ¢esit niikleotidin tiim
farkli ikili kombinasyonlar1 icin esit kabul eder. Bunun
yaninda niikleotid frekanslar1 ve dizi tizerindeki bolgeler arasi
yer degistirme hizlar1 da esit kabul edilmistir. Jukes-Cantor
modelinin fomulasyonu 1 numarali denklemde verilmistir.

d=-3/4log[1-(4/3)D] )

Denklemde yer alan “d” evrimsel uzakligi, “D” ise dizi
uzakligini temsil eder. Coklu dizi hizalamasi sonucu ortaya
cikan diziler tizerinde, her bir bolge igin ayr1 ayr1 yapilan ikili
karsilastirmalar sonrasinda, ikili dizi uzakliklar1 ortaya cikar.
Bu hesaplamada herhangi bir bolgede, iki dizide de aym
niikleotid bulunuyorsa bir eslesme, farkli niikleotidler varsa
eslesmeme kayit edilir. Islem sonunda toplam eslesmeme
sayisi iki dizide de bosluk olmayan toplam bdolge sayisina
oranlanir. Denklemin derivasyonu referans boliimiinde verilen
1 numarali kaynaktan incelenebilir.
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2.3. Gen dizileri arasindaki c¢ikarimsanms evrimsel
uzakliklarin ISOMAP yo6ntemi ile islenmesi

ISOMAP yontemi kendisine girdi olarak verilen bir uzaklik
matrisini alip, matriste aralarindaki mesafeler verilen noktalart
¢ok boyutlu vektor uzaymda sabit noktalara atar. Bu sekilde,
niimerik uzaklik matrislerini de, geometrik olarak temsil etmis
olur. Yontemden alinan ¢iktida verinin gomiilecegi vektor
uzay1 boyut sayisi istege gore secilir. Genelde, islem birgok
farkli boyut sayisi igin ardi sira tekrarlanir ve iglem sonunda
aragtirmacinin bu boyut sayilarindan birini se¢ip dogrusal
olmayan gémmenin bu boyuttaki bir vektoér uzayina yapilmast
saglanir. Boyut sayismin saglikli olarak secilebilmesi ig¢in
boyut sayisma karsilik artik varyans degerlerinin ¢izildigi bir
grafik verilir (artik varyans grafigi). Bu grafikte, artan boyut
sayist ile beraber diisen artik varyans degerinin incelenmesi,
varyanstaki diislisiin sona erip minimuma yaklastig1 en diisiik
boyut sayisinin se¢imini saglar. Miimkiin oldugu kadar diisiik
boyuttaki ifadenin secilmesinin nedeni, veri setinin igindeki
yapty1 bozmadan, sistemi maksimum derecede basitlestirmek,
hatta imkan varsa gérsel geometrik bir temsili saglayabilecek
olan 1, 2 veya 3 boyutta ¢aligmaktadir.

Bir onceki adimda, Jukes-Cantor modeli ile ¢ikarimsanmig
olan evrimsel uzakliklar, ISOMAP yontemine girdi olarak
verilerek dogrusal olmayan gomme teknigi ile cok boyutlu bir
vektor uzayinda ifade edilmeleri saglanir. ISOMAP yontemi,
her gen dizisini, diziler arasi ikili evrimsel uzakliklar1 dikkate
alarak, ¢ok boyutlu uzayda yer alan, koordinatlar1 belirli bir
nokta ile ifade eder. Her bir gen dizisine tekabiil eden bu
noktalar arasindaki metrik mesafeler, yontemin sonug¢ olarak
verdigi evrimsel uzakliklar olarak kaydedilir.

EY1:

3. Sonugclar ve tartisma

Hata dusiirme kapasitesinin ortaya konmast i¢in kullanilan
parametre, ortalama mutlak hata degerleridir. Bu parametre,
bir yontemden ¢ikt1 olarak alinan bir dizi ikilisi arasindaki
cikarimsanmis evrimsel uzaklik degeri ile bu iki dizi
arasindaki ger¢ek evrimsel uzakligin birbirlerinden ¢ikarilmast

ile ortaya ¢ikan farkin mutlak deger icine alinmasi, ayni
islemin tiim dizi ikilileri igin tekrarlanmasi ve sonunda elde
edilen tiim degerlerin ortalamasinin alinmasiyla elde edilir.
Sonugta biri konvansiyonel yonteme ve digeri de ISOMAP’e
ait olmak tizere iki hata degeri olusur.

ISOMAP islemi sonunda, dogrusal olmayan gomme
isleminin yapilacagi vektdr uzayinin boyut sayisini se¢mek
icin artik varyans grafikleri (Sekil 2) incelenmistir. Artik
varyanstaki diislisiin sona erdigi boyutlar olan, EY1 ve EY2
icin 1 boyutlu, EY3 i¢inse 3 boyutlu vektor uzaylar se¢ilmistir.

Sonuglarin incelenmesinin ve birbirleri ile
karsilastirilmasinin - gérsel anlamda ve kolay anlasilabilir
olmasi icin grafik gosterimler hazirlanmis ve bu boliimiin
devaminda sunulmustur. Bu kisimda verilen her bir sekil, ayr
bir evrimsel yol (EY1, EY2 ve EY3) i¢in yapilmis analizi
temsil eder. Her sekilde, x-ekseninde nesil uzakliklar1 (10, 20,
50, 100 ve 200), y ekseninde ise ilgili nesil uzakliklarna
iliskin ortaya c¢ikan hata degeri (konvansiyonel Jukes-Cantor
modeli ve ISOMAP yontemi i¢in iki ayri bar) verilmistir.

EY1

0,05
0,04
0,03

0,02

Artik varyans

0,01

0 h—k—d—k—k—h—h—k—&—A
1 2 3 4 5 & 7 8 9 10

ISOMAP boyut sayisi

EY2

0,05
0,04
0,03

0,02

Artik varvans

0,01

0 h—dk—dh—hk—hk—hk—hk—h—hk—A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

ISOMAP boyut sayisi

EY3

0,05
0,04
0,03

0,02

Artik varyans

0,01

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ISOMAP boyut sayisi

Sekil 2: EY1, 2 ve 3 i¢in artik varyans grafigi.
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Sekil 3, 4 ve 5°de gorildigi lizere, tim analize tabi
tutulmus evrimsel yollar i¢in, 50 nesil farka kadar (0 — 50
arast), konvansiyonel model ve ISOMAP ¢iktilar1 birbirlerine
¢ok yakin hata degerleri ortaya koymustur. Sonu¢ olarak,
ISOMAP yontemi 50 nesile kadar olan mesafelerde,
konvansiyonel yontemin ¢ikarimsadigi evrimsel uzakliklarda
yer alan hatay: belirgin olarak diistirmemistir. Bunun nedeni
ise, bu analiz sartlarinda, 50 nesile kadar olan mesafelerde
konvansiyonel modelin zaten olduk¢a disiik ve kabul
edilebilir 6l¢iide hatalar vermis olmasidir.

Yine aymi sekillerde goriilmektedir ki, 100 ve 200 nesil
mesafelerde konvansiyonel modelin trettigi hata bir anda
yiikselmektedir. Bunun yaninda ISOMAP sonunda ¢ikan
degerler igerisinde kalan hata, c¢ok diisik mesafelerde
gozlenen hata ile yakin degerlere sahiptir. Bu da, ISOMAP
icin 100 ve 200 nesil (swrastyla 0,65 ve 0,75 degerlerinde dizi
uzakliklarma ve 1,5 ve 3,0 degerlerinde ¢ikarimsanmis
evrimsel uzakliklara karsilik gelir) mesafelerde ortaya cikan
¢ok belirgin bir hata indirgeme kapasitesini igaret etmektedir.

ISOMAP yonteminin yiiksek nesil mesafelerindeki
hatalar1 indirgemede ki bu basarisi, algoritmanin birbirinden
¢ok uzakta yer alan iki nokta arasindaki metrik mesafeyi
hesaplarken, girdi olarak kendisine verilen degeri dikkate
almak yerine, birbirine ¢ok yakin mesafedeki noktalar
arasinda kiigiik atlamalar yaparak bu iki uzak noktanin
birinden digerine ulagmasina ve olusan bu mesafeyi dikkate
almasina dayanr.

0,60
M Jukes-Cantor
g 050
£ M Isomap
i 0,40
g
~ 0,30
]
g
=
£ 0,20
=]
0,10
0,00
10 20 50 100 200
Nesil Mesafesi

Sekil 3: EY1 icin, konvansiyonel model (Jukes-Cantor) ile
ISOMAP arasinda ortalama mutlak hata karsilastirmasi.

0,60
H Jukes-Cantor
2 0,50
E HIsomap
E 0,40
=
2
~ 0,30
=3
H
= 0,20
]
=]
0,10
0,00
10 20 50 100 200
Nesil Mesafesi

Sekil 4: EY2 igin, konvansiyonel model (Jukes-Cantor) ile
ISOMAP arasinda ortalama mutlak hata karsilastirmasi.

0,60
H Jukes-Cantor
i; 0,50
= H Isomap
E 040
E
=
~ 0,30
g
=
= 0,20
£
=}
0,10
0,00
10 20 50 100 200
Nesil Mesafesi

Sekil 5: EY3 i¢in, konvansiyonel model (Jukes-Cantor) ile
ISOMAP arasinda ortalama mutlak hata karsilagtirmast.

Bir baska deyisle kisa mesafeler arasindaki uzaklig
hesaplarken ortaya ¢ikan hata degeri kiigiik, uzun mesafeleri
hesaplarken ortaya ¢ikan hata degeri biiytiktiir, ISOMAP uzun
mesafeler arasindaki uzakliklar1 hesaplarken, kisa ve giivenilir
mesafeleri birbirine ekleyerek bir uzaklik belirledigi i¢in
hatay1 kiiciik degerlerde tutmay1 bagsarmaktadir.

Elde edilen bu sonuglar, dogrusal olmayan gomme
yontemi ISOMAP’in gen ve protein dizilerinin evrimsel
siniflamast konusunda, evrimsel mesafelerin tahminindeki
hatalar1 belirgin sekilde diisiirme kapasitesine sahip oldugunu
ortaya koymustur. Algoritmanin ve parametrelerin en uygun
sekilde secimi ile yontemin diziler arasi evrimsel iliskileri
ortaya c¢ikarma konusunda verimli olarak kullanilma
potansiyeline sahip oldugunu diisiiniilmektedir.
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