Matgorzata Dudkiewicz

Modelowanie presji mutacyjnej |
selekcyjnej w genomie
prokariotycznym

Praca doktorska wykonana

pod kierunkiem

prof. Stanistawa Cebrata

w Zaktadzie Genomiki

Instytutu Genetyki I Mikrobiologii
Uniwersytetu Wroctawskiego

Wroctaw 2004






Spis tresci:

STRESZCZENIE. .. ... ittt et ettt et e e e e e aaeaeaaaeaasssaannnnnnes 3
1. WPROWADZENIE ...ttt e e ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaaees 5
1.1. Asymetria w czasteczce DNA . ... e O
1.2. DefiNICIA @SYMEIIII. .. e. ettt e e e e e e e et e et 7
1.3. Mechanizmy generujace asymetrig. .. ST PPURE .
1.3.1. Asymetria a mechanizm repllkaCJl .......................................................... 8
1.3.2. Asymetria a procesy transKrypCYJNe.......c.virrieiieie it e e, 11
1.3.3. Asymetria a sekwencje sygnalowe.............oooviiiiiiiiiiiiiiii e, 12
1.3.4 Trendywiazane z kodowaniem biatek.........................o. 13
1.4 .Konsekwencje asymetrii dla genomu bakteryjnego................cooiiiiii 14
1.5. Konstrukcja tablicy przej$¢ mutacyjnych..............cooiiiiiiiiiiiiiiieereeesieeesieeeenns 1S
1.6. Tablice PAM a procesy @WOIUCYJNE. .. ......c.uiniieiie it et 22
1.7. Zagadnienie kodu genetycznego — historia odkrycia i zmiany koncepcji ...................... 25
1.8. Mechanizmy ewolucji strukturalnej genomu prokariotycznego..............ceeeecvvvvvvnnnne. 31
1.9. Wiasciwosci genomu Borrelia burgdorferi.............ocoi i 34
2 CELE PRACY Lttt ittt e e e e e et e et aaaaaaaaaaaa 37
3. MATERIALY | METODY .. ettt tesbeeteeneeneense e e OO
3.1. Sekwencje wykorzystane w konstrukCJl modelu .............................................. 38
3.2, MOodUt MULACY Y. .ttt e e e e 38
3.3. AlgOryIM SYMUIBCYJNY ... . ettt e e e et e e et e e 39
3.4. Wyznaczanie parametru tolerancCji..........ocvieee it e e e e 42
3.5. Metody obrazowania i analizy asymetrii..........c.couie i e 43
A WYNIKI I DY SKUS A it e e 45
4.1. Szacowanie ZaKreSu tOlEIaANCHI. .. ... ..vuuie it e 45
4.2. ANaliza Presji SEIEKCYINE) ... .. i ittt a e e e 48
4.3. Miejsce kodu genetycznego w uktadzie presja mutacyjna — selekcja — genom........... 57
4.4. Analiza wptywu inwersji potaczonych ze zmiana nici na przezywalnos¢ gendw.........64
4.4.1. Porownanie zachowania si¢ gendw w warunkach stabilnej i zmiennej presji

101> V03T U= U 64.........
4.4.2. Analiza wplywu inwersji Na Wybrane eny..........cceeeveerueerieenrrenveenieeneeenneenneens 69
B WWINTOSKIL Lttt et e e e e e e e et ettt a e e e e e e e e e e e e 77
AN EK S . e 78
L T ER AT U R A . e e e e e et e et e et e e e e e e e e e e e e e e e 93



Z uwagi na ziozonos¢ problemow bedqcych punktem wyjscia, a zarazem podstawq
teoretycznq ponizszej pracy, uznano za zasadne zamieszczenie krotkiego streszczenia
zawieajqcego najwazniejsze przestanki, na ktorych oparto zaréowno samq konstrukcje
algorytmu symulacyjnego, jak i schemat przeprowadzonego doswiadczenia. Zawarty w
Streszczeniu zasob informacji jest wystarczajqcy, jezeli chodzi o zrozumienie zasadniczej
tresci pracy, natomiast rozwiniecie gtownych punktow oraz podstawy teoretyczne i opisy
badan eksperymentalnych prowadzqcych do sformutowania jej podstawowych zatozen
zamieszczono we Wprowadzeniu (str36b- Objasnienia i opisy metod i terminow
technicznych przeéesiono do zalqczonego Stowniczka (str.90-92) i Aneksu | (str.78-81).

STRESZCZENIE

Podstawa konstrukcji opisywanego modelu ewolucji genomu prokariotycznego jest
kierunkowa presja mutacyjna, wprowadzajaca wyrazne roznice sktadu mi¢dzy nicia wiodaca
I opdzniajaca czasteczki DNA. (rozdz. 1.1.) Asymetryczna presja mutacyjna dziatajaca na
jedna z nici DNA (ni¢ wiodaca) zostala opisana za pomoca macierzy substytucji
nukleotydowych, stworzonej na podstawie danych eksperymenta(ngztiz. 1.5.).Presj¢
dziatajaca na ni¢ do niej komplementarng opisuje tablica lustrzana. Sekwencje kodujace
lezace na takiej asymetrycznej nici maja wlasna asymetri¢ wprowadzana przez presj¢
mutacyjng zwiazana z transkrypcja 1 sily selekcji. Zmiana polozenia takiego
niesymetryczngo genu wzgledem kierunku replikacji wiaze si¢ z odwroceniem kierunku

presji mutacyjnej, co nie pozostaje bez wplywu na czgsto$§¢ mutacji. Kierunkowe substytucje



wprowadzane przez tablicg wlasciwa dla ,,macierzystej” nici maja szans¢ ulec odwrdceniu
pod wptywem tablicy lustrzane{rozdz.4.4).Efekt mutacyjny, czyli potencjalna eliminacja
genu przez wprowadzona substytucje, zalezy od tolerancji genu na zmiang specyficznych
parametréw odpowiedzialnych za funkcje kodowanego bialtka.

Degeneracja kodu genetycznegozwala na zachowanie pewnej dowolnosci w skladzie
kodonowym, a wigc i nukleotydowym genu, poniewaz cz¢$¢ mutacji ma charakter selekcyjnie
neutralny, dotyczy to szczegodlnie tzw. mutacji cichych, nie zmieniajacych sensu kodowanego
aminokwasu. Mutacje zmi@tjace sens kodonu moga takze zachowywac neutralny charakter,
jezeli nie maja wplywu na funkcje biatka. Substytucja jest wtedy zachowywana, a sekwencja
adaptuje si¢ czesciowo do kierunku dziatania presji mutacyjnej. W miarg uptywu czasu gen
jest jednak caiz bardziej narazony na ,,wybicie” z obszaru tolerancji przez kazda kolejna
mutacj¢. Aby temu zapobiec nalezatoby odwrdci¢ kierunek dziatajacej presji, czyli zmienié
potozenie genu wzgledem kierunku ruchu widetek replikacyjnych. W ponizszej pracy podjgto
probe stworzenia i opisania modelu symulacyjnego strategii ewolucyjnej opartej na inwersji
sekwencji kodujacych. Wyniki wskazuja, ze inwersje moga znaczaco zmniejszy¢ koszty

ewolucji genomu prokariotycznego.
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wKazida rzecz, w ktorq mozina uwierzyd, jest jakims obrazem prawdy...’
William Blake: ,, Zaslubiny Nieba i Piekta”
(w przektadzie W. Juszczaka)

1. WPROWADZENIE

Analizujac procesy ewolucyjne, stajemy przed zasadniczym problemem: w jaki sposob
bada¢ doswiadczalnie zjawisko, ktorego nie sposob ani powtérzyé, ani odtworzy¢ w
laboratorium, gdyz jest jedynym znanym dotad tego typu eksperymentem, rozpoczetym
prawie 4 mld lat temu i trwajacym do dzis... W jaki sposob bada¢ mechanizmy ewolucyjne?
Mozna sigga¢ do archiwum natury, czyli nagromadzonych przez miliardy lat skamieniatosci 1
na podstawie porownan z zyjacymi organizmami dochodzi¢ ich filogenezy, lub pokusi¢ si¢ o
poznanie elementarnych zasad rzadzacych ewolucja i probowac stworzy¢ ogoélny model

zjawiska. Coraz popularniejsza metoda modelowania naturalnych, stochastycznych proceséw,



do ktorych nalezy zaliczy¢ zjawiska ewolucyjne, sa symulacje komputerowe.

Idea symulacji opiera si¢ na zalozeniu, ze losowe procesy mozna odtworzy¢, a
przynajmniej nasladowaé, stosujac algorytmy oparte na wykorzystaniu generatorow liczb
losowych. Czas biologiczny, ktérego miara moze by¢ czas zycia jednego pokolenia, czyli
moéwiac w jezyku DNA, cykl replikacyjny, znajduje wtedy odzwierciedlenie w liczbie krokéw
symulacji MCS - Monte Carlo StepsPrzyjmujac takie zalozenie i stosujac czysto losowe
zasady, otrzymaliby$Smy jednak raczej szereg §wiatow alternatywnych niz model ziemskiej
ewolucji. Procesy ewolucyjne sa w znacznym stopniu ukierunkowane, kazdy nastgpny krok
jest obciazony jaka$ historia, a w miar¢ uptywu czasu rosng ograniczenia. Rozwoj $wiata
zywego jest skanalizowany przez wczesne, uniwersalne ,,0siagnigcia” ewolucji, takie jak kod
genetyczny czy polimerazy kwasow nukleinowych. Uwzgledniajac takie zjawiska w modelu
symulacyjnym, mozna dojs¢ do ciekawych wnioskdw co do mechanizméw narastania

ztozonosSci.

Asymetria w czqsteczce DNA

DNA jest heteropolimerem, zwinigtym w formg podwojnej helisy. Dwie nici tworzace
jedna czasteczk¢ DNA (ni¢ Watsona 1 ni¢ Cricka) sa komplementarne i antyrownolegle
Konfice pojedynczej nici nie sa rownocenne, wyrdzniamy koniec 5°, czyli wolna grupe
hydroksylowa przy piatym weglu dezoksyrybozy i koniec 3°, grupe OH przy trzecim weglu
pierscienia cukrowego. Nici podwojnej helisy biegna w przeciwnych kierunkach
(antyrownolegleiod 5°do 3’ i od 3’ do 5’), jedna ni¢ nazywamy nicia Cricka, a druga nicia
Watsona. Zgodnie z zasada Chargaffa (Chargaff 1948)ilos¢ adeniny w czasteczce DNA
odpowiada ilosci tyminy, a ilo§¢ guaniny jest rowna zawartosci cytozyny. Na jej podstawie
sformutowano regul¢ taczenia si¢ zasad w pary, zwana BPR (Base Pairing Rulg ktora byta
podstawa konstrukcji modelu czasteczki kwasu dezoksyrybonukleinowego w 1953 r., w
ktérym naprzeciw tyminy znajduje si¢ zawsze polaczona z nia podwdjnym wigzaniem
wodorowym adenina, a naprzeciwko cytozynpotaczona wiazaniem potrojnym — guanina.
Z sekwencji jednej nici mozna wigc wydedukowa¢ sekwencje nici komplementarnej. Tak
skomplikowana czasteczka jest swoistym, niepowtarzalnym ukladem. Mozna jednak
potraktowac¢ ja w czysto fizykochemiczny sposéb 1 sprobowac opisac jej dynamike za pomoca
uktadow rownan rozniczkowych pozwalajacych przewidzie¢ stan réwnowagi. Z zasady BPR

wynika jej logiczna konsekwencja, zwana PRiiterstrand type-1 parity rule) (Sueoka



1995) Wiaze ona czgstos¢ substytucji (czyli zmian nukleotydowych w sekwencji) z zasada
komplementarno$ci. PR-1 mozna wyrazi¢ wzorem:

m(i—j)=m(i —j) (1)

gdzie m(i>)) jest czgstoscia przejs¢ i —tego nukleotydu w-ty na nici Cricka, a m(7J)

prawdopodobienstwem mutacji nukleotydu komplementarnego dav komplementarny d¢
na nici Watsona. Innymi stowy, zmiana C—T na jednej nici odpowiada przejsciu G—A na

drugiej. Zasadg t¢ wykorzystat Lobry (Lobry 1995)do wyprowadzenia rownania opisujacego

asymptotyczne zachowanig ewoluujacej czasteczki DNA i tzw. reguly PR-2 (type-2 parity
rule), wedtug ktorej w stanie rownowagi powinna by¢ zachowana wewnatrzniciowa rownosc¢

stezen molowych A=T 1 G=C. Lobry rozwiazal uktad rownan roézniczkowych opisujacych

zmiang frakcji nukleotydu X w czasie ewolucji czasteczki DNA, wyrazony wzorem:

dX/dt=MX )

gdzie dX to zmiana frakcji nukleotydu X w czasie, a M to macierz czgstosci poszczegdlnych
przej$¢ uproszczona do szesciu wartosci zgodnie z zasada PR-1. Zakladajac warunek
rownowagi (dx/dt=0), otrzymujemy rozwiazanie numeryczne, z ktérego wynika, ze frakcje
nukleotydow komplementarnych A 1 T oraz G i C w obrgbie jednej nici DNA powinny by¢
sobie rowne. Czy taka symetri¢ obserwujemy rzeczywiscie w przyrodzie, czy tez metody
opisupce stany rownowagowe nie sa najlepszym sposobem przyblizania zjawisk
biologicznych? Wszystko wskazuje na to, ze zycie toczy si¢ jednak z dala od stanu

rownowagi...

1.2.1. Definicja asymetrii

W latach dziewigcdziesiatych w licznych zsekwencjonowanych genomach
eubakteryjnych i wirusowych zaobserwowano lokalne odchylenia od reguty PR-2 (Lobry
1996, Blattner i wspotpr. 1997, Mrazek, Karlin 1998, Mc Lean i wspolpr. 1998, Mackiewicz i
wspolpr. 1999, Kowalczuk i wspolpr. 2001a). Okazalo sig, ze badajac sktad nukleotydowy
pojedynczej nici DNA bakteryjnego mozna wyodrebni¢ w niej dwie potowy, w obrebie
pierwszej symetria A=T i G=C jest odchylona na korzy$¢ guaniny i tyminy, a w obrgbie
drugiej na korzys¢ adeniny i cytozyny. Tak wyraznych odchylen nie udato si¢ jednak
zaobserwowa¢ ani u Archaebakteria,ani u Eukaryota Skad biora si¢ przeciwstawne

tendencje w sktadzie czasteczki DNA?



1.3.  Mechanizmy generujqce asymetrie

Istnienie asymetrii w czasteczce DNA jest zgodne z teoria informacji. Czasteczka
kodujaca powinna by¢ asymetryczna, $wiadczy to o nierOwnowagowym charakterze
ksztattujacych ja proceséw. Catkowita symetria wystgpuje tylko w stanie réwnowagi
termodynamicznej, w ktorym zmiany, jezeli zachodza, sa bezkierunkowe i nie wptywaja na
stan uktadu, a entropia osiaga maksimum. Ewoluujacy $wiat zywy jest daleki od stanu
rownowagi. Wedlug definicji Schrodingera, zycie to negentropia, czyli stale podtrzymywana,
oparta na informacji organizacja, uporzadkowanie.

Gdyby zdegradowa¢ jakakolwiek istniejaca czasteczk¢ DNA do pojedynczych nukleotydow,

a nastgpnie uzy¢ tych samych nukleotydéw do stworzenia nowej sekwencji, do ktorej bytyby

one wlaczane w sposob catkowicie losowy, otrzymana czasteczka bytaby symetryczna, ale nic

by nie kodowala.

Majac poparcie ze strony teorii informacji, genomicy zaczgli poszukiwaé mechanizméow
biologicznych odpowiedzialnych za asymetri¢ obserwowana migdzy nicia wiodaca a
opoOzniajaca w nadziei, ze moze to rzuci¢ nieco $wiatla na prawa rzadzace ewolucja na
poziomie molekularnyniFrancino, Ochman 1997, Mrazek, Karlin 1998, Frank, Lobry 1999,
Tiller, Collins 2000a, Kowalczuk i wspotpr. 2001a).

Sktad nukleotydowy sekwencji DNA jest ksztalttowany przez dwie gléwne sily: presje
mutacyjna i presj¢ selekcyjna. Presja mutacyjna jest zwiazana gtdéwnie z procesem replikacji i
transkrypcji, presja selekcyjna wpltywa na nielosowe rozmieszczenie gendw i sekwencji
sygnalowych na chromosomie oraz wymusza pewne trendy w uzyciu 1 skladzie
nukleotydowym kodonow zwiazane z konstrukcja kodu genetycznego 1 sekwencja

aminokwaowa biatek.

1.3.1. Asymetria a mechanizm replikaciji

DNA jest czasteczka zbudowana z dwoch antyréwnoleglych nici, kazda z nici ma
kierunek wyznaczany przez kierunek syntezy i replikacji kwasu dezoksyrybonukleinowego.
Substratami reakcji elongacji sa trdjfosforany dezoksyrybonukleotydéw (dANTP). Przylaczanie
kolejnego nukleotydu moze zachodzi¢ tylko w jednym kierunku — od konca 5’ do konca 3°.

W wyniku reakcji jest uwalniany pirofosforan oraz powstaje wiazanie fosfodiestrowe migdzy
grupa hydroksylowa przy piatym weglu dezoksyrybozy, a grupa OH przy trzecim weglu

pier§cienia cukrowego poprzedniego nukleotydu:
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(DNA)j reszt 3-OH + 5- ANTP  ¢—— (DNA) 41 + PP;
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Ryc.1. Wiazanie fosfodiestrowe, koniec 3’ i 5° w dSDNA

Taki przebieg reakcji zostal utrwalony na wczesnym etapie ewolucji, jego specyfika nie
mogta pozosta¢ bez wptywu na strukture i ksztalt syntetyzowanej czasteczki.

Poniewaz w wigkszosci genomow bakteryjnych jest tylko jedno miejsce inicjacji replikaciji
(ORI — origin of replication)a reakcja replikacji biegnie w obie strony, tylko jedna potowa
tej samej nici moze by¢ syntetyzowana w sposob ciagly, zgodnie z kierunkiem przesuwania
si¢ kompleksu enzymatycznego. Po drugiej stronie ORI synteza tej samej nici musi odbywac
si¢ etapami. W miarg rozplatania helisy na odstonigtej nici syntetyzowane sa startery RNA, od
ktorych zaczyna si¢ wydluzanie fancucha w kierunku 5°-3’, a wigc ku ORI, przeciwnie do
kierunku przesuwania si¢ widetek replikacyjnych. Po prawej stronie ORI replikacja nici
Watsona przebiega w sposob ciagly - kompleks polimerazyill nie oddysocjowuje od
matrycy, proces zachodzi szybciej, dlatego przyjeto nazywac tg potowe nici nicia wiodaca.

Reakcja po lewej stronie ORI przebiega przez tZmgmenty Okazaki”.
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Ryc.2. Schemat procesu replikacji chromosomu
bakteryjnego: podzial czasteczki DNA na dwie
replichory (linia podziatlu przebiega wzdluz osi
ORI-TER). Replikacja przebiega rdwnoczesnie w
dwéch kierunkach i na dwdch niciach (na matrycy
nici Watsona i nici Cricka)
(www.smorfland.microb.uni.wroc)pl

NIC WATSONA "
Tor -

Podjednostka polimerazijli syntetyzuje tylko krotkie odcinki nici komplementarnej, ktére
taczy potem ligaza, czg$¢ nici Watsona po lewej stronie ORI (Ryc.2.)jest replikowana w
sposob opdzniajacy. Jednoczesnie na komplementarnej do nici Watsona nici Cricka sytuacja
jest odwrotna. Cze$¢ nici polozona na prawo od ORI bedzie syntetyzowana w sposob
opdzniajacy, a czes¢ lezaca z lewej strony miejsca inicjacji replikacji bedzie syntetyzowana w
sposob wiodacy. Czasteczka DNA dzieli si¢ wigc na dwie replichory: prawa 1 lewa, granica
migdzy nimi jest o$ taczaca punkty ORI i TER. Kazda replichora sktada si¢ z dwoch
komplementarnych nici, z ktérych jedna jest replikowana w spoesidacy, a druga —
opozniajacy. Oczywiste jest, Ze presja mutacyjna zwigzana z replikacja na nici wiodacej
bedzie rézna od presji charakterystycznej dla nici opodzniajacej. Skad moga wynikaé te
réznice?

Skuteczno$¢ mechanizmow naprawczych w duzej mierze zalezy od tego, czy
ekscynuleazy maja dostgp do nowo syntetyzowanej nici (Fijatkowska, Schapper 1996), czy
tez jest on utrudniony przez kompleks replikacyjny. Ni¢ opodzniajaca powinna wigc byc
replikowana w sposéb wierniejszy. Z drugiej jednak strony, abyioma state tempo
replikacji, podjednostka polimerazy IIl syntetyzujaca ni¢ opdzniajaca powinna katalizowad
szybsze wilaczanie nukleotydow do wydluzanego lancucha, co moze nie pozostawal bez

wplywu na sprawno$¢ tzw. naprawy ,proofreading” zwiazanej z aktywno$cia
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egzonukleolityczna podjednostki E (Radman 1998)Badania eksperymentalne nie daly jak
dotad jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, ktéra z nici jest replikowana w sposob
wierniejszy(Iwaki i wspolpr. 1996, Fijatkowska i wspotpr. 1998), co jest by¢ moze zwiazane
z faktem, Ze przeprowadzono je na szczepach pozbawionych mechanizméw naprawczych
(Roberts i wspotpr. 1994, Thomas i wspotpr. 1996).

Inna proba wyjasnienia zjawiska asymetrii jest teoria dezaminacji cytozyny (Frank,
Lobry 1999) Jak wynika z darh doswiadczalnych (Frederico i wspolpr. 1998), SSDNA
(single stranded DNAJest 140 razy wrazliwszy na mutacje spowodowane dezaminacja
cytozyny niz forma dwuniciowa. Tranzycje typu C—T sa najczg$ciej obserwowanym
rodzajem substytucji w czasteczce DNA (cytozyna rézni si¢ od uracylu tylko jednym
podstawnikiem, wlasnie grupa aminowa przy pierscieniu weglowym, a metylocytozyna po
dezaminacji przechodzi bezposrednio w tyming). Ni¢ wiodaca jest przez caty czas trwania
replikacji narazona na tranzycje C—T, co musi znaczaco zwigkszaé frakcje tyminy. Druga
najczesciej zachodzaca substytucja jest przejscie A—G (w wyniku dezaminacji adeniny
powstaje hipoksantyna, ktéra tatwiej przechodzi w forme tautomeryczna tworzaca trzy
wiazania wodorowe 1 taczy si¢ z cytozyna, zamiast z tyming). Moze to thumaczy¢ przewage T

1 G na nici wiodacej oraz odpowiednio A i C na nici opdZniajacej.

1.3.2. Asymetria a procesy transkrypcyjne

Na efekty zwiazane z mechanizmem replikacji nakladaja si¢ skutki presji mutacyjnej

zwiazanej z transkrypcja. Przepisywanie informacji genetycznej z DNA na mRNA jest takze

Ryc.3. Schemat procesu transkrypcji: ni¢ sensowna (jej
sekwencja jest identyczna do syntetyzowanego mRNA) i
antysensowna (0 sekwencji komplementarnej do nici
sensownej). Jak wida¢ ni¢ sensowna podczas przepisywania
informacji pozostaje odstonigta i znajduje si¢ w formie ssDNA
(www.smorfland.microb.uni.wroc.pl)

ni¢
antysensowna

3 sekwencjakodujaca

polimeraza P s
RNA

ni¢ transkrybowana
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procesem kierunkowym 1 odbywa si¢ od konca 5° do 3’czasteczki mRNA. Matryca dla
transkryptazy jest zawsze ni¢ komplementarna do nici kodujacej, zwana antysensowna
(Ryc.3.).Podczas transkrypcji jedna z nici, nietranskrybowana (sensowna) jest odstonigta i
narazona na czg¢stsze mutacje. Druga ni¢, na ktérej jako na matrycy tworzone jest mRNA, jest
zabezpieczona przez kompleks transkrypcyjny i dodatkowo chroniona przez enzymy
naprawcze (szczego6lnie, jezeli chodzi o usuwanie dimeréw tymidynowych) (Hanawalt 1991).
Jezeli nic sensowna genu lezy na nici replikowanej w sposdb wiodacy, to transkrypcja genu
odbywa si¢ w kierunku zgodnym z kierunkiem przesuwania si¢ widelek replikacyjnych, w
przeciwnym wypadku kompleks transkrypcyjny musi przesuwaé si¢ ,,pod prad” procesu
replikacji. Poniewaz w komoérkach prokariotycznych transkrypcja i replikacja nie sa od siebie
ani czasowo, ani przesthnie rozgraniczone, geny moga preferowac potozenie na nici
wiodacej, gdzie nie ma ryzyka kolizji kompleksow enzymatycznych. Takie preferencje
istotnie zostaly zaobserwowane u licznych gatunkow bakterii (Brewer 1988, Fraser i wspolpr.
1995). Dokladniejsze analizy dotyczyly tempa ekspresji genow zlokalizowanych na nici
wiodacej 1 opozniajacej. Geny o wysokiej ekspresji, w przypadku nierownomiernego rozktadu
na chromosomie, powinny wprowadza¢ dodatkowa asymetri¢ globalna w skladzie
nukleotydowym, poniewaz sa kodowane przez specyficzne ,,szybkie” kodony. Wigkszos¢
aminokwasow jest kodowanych przez wigcej niz jeden kodon, w komdrce wystepuje czgsto
wigcej niz jeden rodzaj akceptorowego tRNA dla danego aminokwasu. Stezenia molowe tych
czasteczek w komorce moga by¢ rézne. Im wigcej akceptorowego tRNA dla danego kodonu,
tym szybsze tempo translacji biatka kodowanego przez gen zbudowany z takich ,,szybkich”
kodonow. Dla kazdego genu mozna obliczy¢ tzw. CAI (Codon Adaptation Index) (Gouy,
Gautier 1982, Sharp, Li 1987)tory jest miara szybko$ci jego translacji. Do tej pory jednak
rola trendéw zwiazanych z biatkami o wysokiej ekspresji w ogdlnej asymetrii genomow

bakteryjnych nie zostala jednoznacznie okreslona.

1.3.3. Asymetria a sekwencje sygnalowe

Jedna z przyczyn asymetrii sktadu nukleotydowego nici op6zniajacej 1 wiodacej moze
by¢ takze nielosowe roztozenie pewnych krotkich sekwencji o okreslonym sktadzie, jak np.
sekwencje Chi (5> GCTGGTGG 3’), czyli gorace miejsca rekombinacji, ktore u E.coli sa
potozone w wigkszosci na nici wiodacej (Blattner i wspoipr. 1997). Ich wklad w ogodlna
asymetrig¢ nie jest jednak istotny, a juz na pewno nie jest jej gtdwnym zrodtem (Tillier, Collins
2000a).
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1.3.4 Trendy zwiqzane 7 kodowaniem bialek

Przyczyna powstawania trendow w skladzie nukleotydowym moze by¢ sam fakt
kodowania biatek. Konstrukcja kodu genetycznego wymusza wystgpowanie specyficznych
kombinacji nukleotydow w 1 i Il pozycji kodonoyWong, Cedergren 1986, Zhang 1991,
Cebrat i wspotpr. 1997, 1998, McLean i wspolpr. 1998). Pierwsze pozycje kodonow
wykazuja przewage adeniny i guaniny, podczas gdy drugie sa bogatsze w adening i cytozyng.
Te trendy tak silnie wyr6zniaja sekwencje kodujace, ze na ich podstawie mozna je odrézniac
od niekodujacych sekwencji migdzygenowych. Jest kilka powodéw, dla ktérych selekcja
moze preferowaé takie uklady nukleotydow w kodonach. Pierwszy to przypuszczalne
faworyzowanie kodondéw z purynami w I pozycjach, poniewaz puryny sa mniej wrazliwe na
mutacje niz pirymidyny (Hutchinson 1996)poza tym guaina w I pozycji znacznie zwigksza
sit¢ wigzania mRNA z kompleksem rybosomalnym, co wplywa na wierno$¢ translacji i
utatwia zachowanie prawidlowej ramki odczytu. Ponadto wystgpowanie kodonéw GAN i
GNN s$wiadczy o czestym wystegpowaniu aminokwasow o charakterze kwasnym (kwas
asparaginowy 1 glutaminowy) i matych aminokwasow obojetnych (alanina, glicyna, walina) w
tancuchach polipeptydowych.

Podsumowujac, nalezatoby uporzadkowa¢ wymienione wyzej mechanizmy wedhug
ich istotnosci. Bezsprzecznie najwigkszy udzial w tworzeniu asymetrii ma presja zwiazana z
replikacja. Nierownomierny rozktad gendéw moze mie¢ dos¢ istotny wptyw, ale tylko na

asymetrig tych genomow, gdzie obserwuje si¢ znaczaca dysproporcje

Phe Leu lle Met Val Ser Pro Thr Ala Tyr His GIn Asn Lys Asp Glu Cys Trp Arg Gly Ochre Opal Amber

F LI MV S PT AYH QN KD ECWR G - --

UUU UAA AUU AUG GUU UCU CCU ACU GCU UAU CAU CAA AAUAAA GAU GAA UGU UGG CGC GGU UAA UGA UAG
UUC UUG AUC GUC UCC CCC ACC GCC UAC CAC CAG AAC AAG GAC GAG uGcC CGU GGC

CUU AUA GUA UCA CCA ACA GCA CGA GGA
Ccuc GUG UCG CCG ACG GCG CGG GGG
CUA AGU AGA

CUG AGC AGG

Ryc.4.Kod genetyczny -niektore aminokwasy sa kodowane przez 6 réznych kodonéw (Leu, Ser, Arg),
niektore przez dwa (np. Phe, His, GIn) lub tylko przez jeden (Trp, Negcie pozycje czesto nie maja wplywu
na rodzaj kodowanego aminokwasu, stad mutacje w trzeciej pozycji maja czesto charakter neutralny. O tym, ze
pewna tolerancja w oddziatywaniu kodon - antykodon jest dopuszczalna, $wiadczy wystepowanie w
antykodonach RNA specyficznej zasady, inozyny, ktora moze oddzialywaé z trzema réznymi zasadami
(U,C,A), zawsze jednak wystepuje w pierwszej od konca 5° pozycji antykodonu, a wigc moze si¢ laczy¢ tylko z
trzecia pozycja kodonu.
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migdzy ilo$cia gendw na nici opdzniajacej i wiodacej (Borrelia burgdorferi, Mycoplasma
genitalium, Mycoplasma pneumoniae, Bacillus subtiW)tyw rozktadu genow o wysokiej
ekspresji i sekwencji sygnatowych jest prawdopodobnie marginalny. Presja transkrypcyjna
jest natomiast czynnikiem istotmy cho¢ na pewno stabszym niz presja replikacyjna (Frank,
Lobry 1999).

1.4 . Konsekwencje asymetrii dla genomu bakteryjnego

Presja mutacyjna zwiazana z replikacja nie pozostaje bez wplywu na ewolucjg i
rearanzacj¢ genomoOw. Najcze$ciej stosowana metoda badania tego oddziatywania jest
poréwnywanie ortologéw z blisko spokrewnionych genomow. Poréwnania takie, na poziomie
sktadu nukleotydowego, kodonowego i1 aminokwasowego, przeprowadzili m.in. Lafay i
wspotpr. (1999) oraz Tillier i Collins (2000b). Z obserwacobjgto nimi lacznie cztery
genomy:B. burgdorfei i T. pallidum oraz Ch. trachomatis i Ch. pneumonvagikato, ze
ortologi lezace na roéznych niciach wykazywaty o wiele wigksza dywergencje, niz ortologi
lezace w obu porownywanych genomach na tej samej Nici

Analizg na szersza skalg przeprowadzili Szczepanik 1 wspotpracownicy (Szczepanik i
wspotpr. 2001, Mackiewicz i wspotpr. 2003). Celem badan bylo wykrycie réznic w tempie
dywergencji migdzy genami lezacymi na nici wiodacej, op6zniajacej i takimi, ktore w trakcie
swojej ewolucji zmienity ni¢. Analizie poddano 12 645 par ortologbw wybranych z 11
genomoOw bakteryjnych wykazujacych znaczaca asymetrie. Niemal we wszystkich
przypadkach stwierdzono, ze dywergencja mierzona migdzy ortologami z nici opdzniajacej
jest istotnie wigksza niz odleglo§¢ migdzy tymi samymi genomami liczona na podstawie
réznic migdzy ortologami wybranymi z nici wiodacej. Mozna to ttumaczy¢ badz silniejsza
presja mutacyjna dziatajaca na geny lezace na nici opdzniajacej, co sprawia, ze ewoluuja one
szybciej, badz stabsza presja selekcyjna, ktora nie utrzymuje tak restrykcyjnie, jak na nici
wiodacej sktadu aminokwasowego genow (Szczepanik i wspolpr. 2001). Ortologi, ktére na
pewnym etapie ewolucji zmienily ni¢, wykazywaly jeszcze wyzsze tempo dywergencji niz
geny z nici op6zniajacej, co wskazuje na to, ze geny po inwersji gromadza wigcej mutacji, niz
te, ktore po ewolucji na jednej nici zdazyly przystosowa¢ swoj sktad do danej presji.
Ostateczne wnioski z analizy przeprowadzone] na podstawipelaionych baz danych
mozna stre$ci¢ nastgpujaco (Mackiewicz i wspolpr. 2003): rdzna presja mutacyjna zwigzana z
replikacja nici w sposob wiodacy 1 opdzniajacy powoduje, ze przemieszczanie gendéw migdzy

replichorami podlega pewnym ograniczeniom, im asyingést wyrazniejsza, tym bariery
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rearanzacyjne sa ostrzejsze. Przeniesienie genu z jednej nici na druga powoduje wzrost
czestosci mutacji, im cze$ciej gen zmienia nié, tym wigksza jest obserwowana dywergencja.
Ostateczny wynik pomiaru odlegtosci filogenetycznej metodami genomicznymi zalezy wige
w znacznym stopniu od relacji migdzy presja mutacyjng 1 selekcyjna dziatajacymi na dany
gen, ktore moga zmienia¢ si¢ w czasie. Zréznicowanie tempa dywergencji genow powinno
by¢ uwzglednione przy tworzeniu drzew filogenetycznych (bledy wynikajace z zaniedbania
tych réznic moga dotyczy¢ nie tylko dlugosci galezi, ale i topologii drzew filogenetycznych).
Asymetria presji mutacyjnej wplywa takze na mozliwosci rearanzacji genoméw. Z
porownania ortologbw wynika, Ze wyraznie preferowane sa rearanzacje symetryczne
wzgledem osi ORI-TER (Mackiewicz i wspotpr. 2001b), poniewaz nie powoduja one ani
zmiany nici, ani zmiany odleglosci od miejsca poczatku replikacji. Geny lezace blisko ORI,
nazywane proksymalnymi, sa to najczgSciej geny o wysokiej ekspresji, replikowane
pierwszej kolejnosci, co zapewnia wysoki poziom st¢zenia ich produktow w komorce. Geny
potozone wokot TER, zwane dystalnymi, koduja biatka, ktorych stezenie w komodrce powinno
by¢ utrzymane na niskim poziomie. Odleglo$¢ od ORI ma wigc duze znaczenie selekcyjne.
Zmiany potozenia gendéw, czyli rearanzacje chromosomu, sa jednym 2z waznych
mechanizmow ewolucji. By¢ moze ucieczka spod szkodliwej presji mutacyjnej jest jednym ze
sposobow obrony przed zbyt intensywna eliminacja 1 stratami ewolucyjnymi,
zabezpieczajacym niesiong przez geny informacj¢ i nie dopuszczajaca do znaczacej redukcji
liczebnosci populacji.

Asymetria moze by¢ podstawa i1 punktem wyjscia do stworzenia interesujacego modelu
zachowania si¢ genomu prokariotycznego. Symulowanie ewolucji sktadu nukleotydowego
sekwencji, a takze zjawisk takich, jak eliminacja genow mogtoby da¢ odpowiedz na wiele
pytan o korelacje 1 sprzgzenia rzadzace tymi zjawiskami w naturze. Na czym powinien
opiera¢ si¢ taki model? Przede wszystkim powinien posiada¢ okreslony rozkiad
prawdopodobienstwa dla poszczegdlnych zmian mutacyjnych oraz algorytm okreslajacy sitg i

warunki presji selekcyjnej.

1.5. Konstrukcja tablicy przejsé mutacyjnych

Obserwowany przez nas sktad sekwencji, ich wlasciwosci 1 asymetria sa efektem
procesu ewolucji tezultatem dziatania wypadkowych sit mutacji i selekcji. Konstrukcja
spojnego algorytmu, ktéry pozwalalby na obserwacj¢ skutkow dziatania czystej sity

selekcyjnej, wymaga rozdzielenia presji mutacyjnej i ssiekj. W jaki sposob odtworzyé
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macierz przej$¢ mutacyjnych na podstawie znanej sekwencji nukleotydowej? Poréwnujac

spokrewnione sekwencje mozna stworzy¢ tablice substytucji (aminokwasowych lub

nukleotydowych), ale beda one odbiciem zarowno presji zwiazanej z mutacja, jak i selekcja

(tablice PAM —Dayhoff i wspotpr. 1978). Czysta presje¢ mutacyjna probowano okresli¢ na

podstawie funkcji matematycznych stanu rownowagi opartych na zatozeniach teorii Markova,

wedlug ktorej czestosci wystepowania kolejnych zasad w sekwencji nukleotydowej @PPc Pr

Pa ) w chwili t spetniaja rownanie:

Po (t+1) = P (1) (1- Z Wep) + Pa(t)2Wpa ( BZ0) (3)

gdzie a i B to kolejne zasady ATGC, a M reprezentuje elementy macierzy przej$é

nukleotydowych. Jak wynika ze wzo(8) frakcja nukleotyduxr w sekwencji w chwili t+1
zalezy od czgsto$ci wystgpowania tego nukleotydu w chwili t 1 od sumy czgstosci przejsé

0 - (czyli substytucji przez pozostate 3 nukleotydy) oraz od sumy iloczynu czg¢stosci

przejs¢ pozostatych nukleotydow w a (Wpq) i czgstosci tych nukleotydow (Pg). ROwnanie to
jest sluszne przy zalozeniu, ze zdarzenia mutacyjne tworza tzw. tancuch Markova, czyli

prawdopodobienstwa kolejnych zdarzen zaleza tylko od stanu uktadu w kroku poprzednim. W

warunkach stanu stacjonarnegagstosci nukleotydow nie ulegaja zmianie w skutek

zachodzacych mutacji. Jezeli w danym miejscu o przejdzie w3, to w innyma zastapi [3,

sumaryczna zawarto$¢ nukleotydu O pozostanie wigc niezmieniona. Mozna to zapisaé

matematycznie:

Po(t+1)-Pq(t) =0 4),
uwzgledniajac zaleznosé (3):

P () (1- = Wop) +IWpq Pg(t) = Pq (1), 5)
stad:

Po ()2 Wop = 2Wpq Pg(D). (6)

UzyskaliSmy w ten sposob uktad 4 rownan z 12 niewiadomymi - czgstoSciami przejs¢ Weg .
Mamy wigc nieskonczenie wiele mozliwych rozwiazan przy zadanych frakcjach Pa(t), Ps(t),
Pr(t) i Pc(t). Skoro analityczne wyliczenie macierzy przejs¢ ze sktadu nukleotydowego
okazato si¢ niemozliwe, probowano stosowa¢ uproszczenia i przyblizenia tablicy substytucji
(gtownie w celu estymacji K, czyli standardowej odlegto$ci migdzy sekwencjami, liczonej w
ilosci podstawien na miejsce). Istnieja trzy matematyczne modele estymacji K, kazdy z nich
opiera si¢ na uproszczeniu dwunastoparametrowej macierzy przejs¢  (Tab.l.).

Jednoparamenitvy model Jukesa i Cantora zaktada rowne czgstosci przejsé dla wszystkich
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nukleotydow (Tab.2.) (Jukes, Cantor 1969)Dwuparametrowy model Kimury wprowadza
zroéznicowane czgstosci dla tranzycji 1 transwersji (Tab.3.) (Kimura 1980) Wspomniane
modele zakladaja stato$¢ czestosci substytucji w czasie, trzeci model, Gu i Li (1998)
wprowadza zalezno$¢ czgstosci przejs¢ od czasu, jest wigc bardziej biologiczny, ale pozwala
tylko na estymacjg, a nie doktadne wyliczenie K.

Pierwsze proby doswiadczalnego konstruowania tablic przej$¢ pojawily si¢ w latach
osiemdziesiatych. Wu i Maeda probowali je odtworzy¢ poréwnujac sekwencje migdzygenowe
migdzy homologami kilku niezbyt odlegtych filogenetycznie gatunkow (Wu, Maeda 1987).
Tab.1. Ogdlna posta¢ macierzy przej$¢ nukleotydowych. Kazdy z jej elementow jest czgstoscig przejsé i-tego

nukleotydu w jty, elementy diagonalne spetniaja réwnanie rj = -Zi rj, tak, ze suma wszystkich elementéw w
kazdym wierszu wynosi 0.

A T G C
A -(atb+c) | a b C
T d -(d+e+f) | e f
G g h -(g+h+i)| i
C ] k I -(j+k+)

Tab.2. Jednoparametrowa tablica przej$¢
nukleotydowychJukes, Cantor 1969)

Tab.3. Dwuparametrowa tablica Kimury

(s-tranzycja, v-transwergf@mura 1980)

A T C G A T C G
A -3u U u u A -(2v+s) v v s
T u -3u U u Tl v -(2v+s) S %
C u u -3u U a v S -(2v+s) %
G u u u -3u G S % vV -(2v+s)
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Metoda opierata si¢ na zatozeniu, ze sekwencje migdzygenowe nie podlegaja selekcji, a wige
moga akumulowac¢ wszystkie substytucje, ktore zaszty w czasie ich ewolucji. Kowalczuk i
wspotpracownicy (2001b) udoskonalili t¢ metodg, aby opracowaé tablice mutacyjna,
specyficzna dla genomu B. burgdorferi Zamiast dowolnych sekwencji migedzygenowych
analizowano tylko pseudogeny, czyli sekwencjehpdzace ze zduplikowanych w obrebie
jednego genomu genow uwolnionych spod presji selekcyjnej. Poréwnujac je z ich genami
macierzystymi okreslono czgsto$ci wszystkich dwunastu przej$s¢ mutacyjnych (Kowalczuk i
wspolpr. 2001a). Metoda polegata na wybraniu wszystkich odcinkéw migdzygenowych u B.
burgdorferi i przettumaczeniu ich na sekwencje aminokwasowe we wszystkich sze$ciu
mozliwych fazach. Przetltumaczonych na aminokwasy sekwencji migdzygenowych uzyto do
przeszukania bazB. burgdorferiprogramem FASTAPearson i Lipman 1988Fekwencije
ORFow 1 homologicznych do nich sekwencji migdzygenowych dopasowano programem
CLUSTAL X (Jeanmougin i wspolpr. 1988). Statystycznie istotng liczbg par homologow
uzyskano tylko dla nici wiodacej, dla niej tez stworzono tablicg substytucji opierajac si¢ na
metodzie Gojoboriego 1 wspotpr. (1982) oraz Francino i Ochman@000)i modyfikujac ja
przez wprowadzenie poprawki na wielokrotne substytucje i rewersje dla kazdego nukleotydu

osobno, zamiast uniwersalnej poprawki Kim(t980).

Tab.4. Asymetryczna tablica presji mutacyjij burgdorferidla nici wiodacej (a) i bedaca jej lustrzanym
odbiciem tablica przejs¢ nukleotydowych dla nici opodzniajacej (b) (nukleotyd w kolumnie przechodzi w
nukleotyd w wierszu}Kowalczuk i wspoipr. 2001b)

@| A | T| G| c |®ml A | T |6 | C

A | 0,807 |0.103|0.067| 0.023 | A 0,865 | 0.065 | 0.035| 0.035

T | 0.065|0865|0.035| 0.035 | T 0.103 | 0,807 |0.023| 0.067

G | 0164|0.116|0,705| 0.015 | G 0.261 | 0.070 | 0.622| 0.047

C | 0.070|0.261|0.047| 0,622 | C 0.116 | 0.164 | 0.015| 0,705

Otrzymana dblica empiryczna byta nastgpnie testowana przy pomocy symulacji

komputerowych. Zgodnie z zalozeniami analitycznej definicji stanu réwnowagi (wzor 3)

20



czysto mutacyjna macierz substytucji powinna doprowadzi¢ sekwencje do statego w czasie
sktadu rownowagowego. W trakcie symulacji wybierano losowo nukleotyd (ze statym
prawdopodobienstwem  pmu), ktory nastepnie  ulegal  substytucji  zgodnie z
prawdopodobienstwami przej$§¢ okreslonymi w tablicy (mozliwych przejs¢, tacznie z
tozsamos$ciowymi, byto szesnascie, wigc nie kazdy nukleotyd wybrany do mutacji ulegat
rzeczywiscie substytucji). Niezaleznie od tego, czy w pliku wejsciowym dla programu byta
sekwencja losowa, czy sekwencje odpowiadajace sktadem pierwszym, drugim czy trzecim
pozycjom w kodonach, po odpowiednio duzej liczbie krokow Monte Carlo sktad wszystkich
sekwencji ustalat si¢ na poziomie wiasciwym dla trzecich pozycji, skad wniosek, ze te
ostatnie znajduja si¢ w genomie B. burgdorferiw rownowadze z presja mutacyjna. Uzyskana
tablica utrzymuje nie tylko sklad, ale i asymetri¢ naturalnych sekwencji bedacych w
rownowadze z presja mutacyjna (w sekwencji B. burgdorferi okazaty si¢ nimi sekwencje
trzecich pozycji w ORFach z nici wiodacej). Takiego wyniku nie udalo si¢ osiagnaé za
pomoca zadnego z typowych modeli parametrycznyci{Danchin, Rocha 2001)

Symulacje oparte na skonstruowanej przez Kowalczuk i wspotpracownikéw tablicy
substytucji (Tab. 4.) pozwolily na obserwacje dynamiki podstawien nukleotydéw
powodowanych czysta presja mutacyjna. Mozliwos¢ rejestrowania kazdego podstawienia (w
stosunku do poprzedniego kroku) stworzyla sposobno$¢ oszacowania czgstosci rewersji i

podmian wielokrotnych, ktore nie sa widoczne przy poréwnywaniu dwoch odlegtych od
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Ryc. 5. Dynamika wymiany nukleotydow w sekwencji Ryc. 6. lHgye sktadu nukleotydowego

poddawanej dziataniu czystej presji mutacyjnej — oryginal- sekwencji o sktadzie fy=fc=fc=f=0,25

ne nukleotydy (N ,,0ld”) sa podstawiane przez nowo wpro-  pod wplywem tablicy przejs¢ mutacyjnych;
wadzane (N ,new”), punktymaeciecia krzywych sktad sekwencji dazy do sktadu trzecich
wyznaczaja dugo$é okreséw péttrwania poszczegolnych pozycji w kodonach

nukleotydow.
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siebie ewolucyjnie sekwencji.

Symulacja wykorzystujaca parametry Tab. 4.pozwolita tez na obserwacj¢ dynamiki wymiany
poszczegolnych rodzajow nukleotydow w sekwencji, czyli czasu ich potowicznego zaniku,
Modyfikacja algorytmu symulacyjnego pozwolita na oszacowanie trwatosci nukleotydoéw
definiowanej  analogicznie  do  okresu  potowicznego  rozpadu  pierwiastkOw
promieniotworczych. Okres péitrwania nukleotydu to czas (mierzony w MCS) potrzebny na
podstawienie potowy catkowitej ilosci danego nukleotydu w sekwencji oryginalnej. Dla
eksperymentalnej tablicy substytucji okres potrozpadu poszczegélnych nukleotydow okazat
si¢ silnie liniowo skorelowany z frakcjami tych nukleotydow w sekwencji B. burgdorferi
doprowadzonej dostanu rownowagi z presja mutacyjna. Zalezno$¢ t¢ mozna wyrazié
wzorem:

Fa ~ Pmutta + CcONst (7)

gdzieF,to frakcja danego nukleotydps,: —cz¢stos¢ mutacji, ty —okres potowicznego zaniku
nukleotydu a. Ze wzoru (7) wynika, ze frakcja danego nukleotydu w sekwencji, ktéra
znajduje si¢ w stanie rOwnowagi z presja mutacyjng zalezy tylko od czgstosci z jaka wpadaja
mutacje 1 dlugosci okresu potrozpadu danego nukleotydu. Prawo to dotyczy jednak sytuacji
szczegolnej, w ktorej zakladamy osiagnigcie stanu termodymanicznej réwnowagi, a nie
bierzemy pod uwage sit zwiazanych z selekcja 1 dazeniem do zachowania niesionej przez
sekwencj¢ informacji.

Zatozenie, ze trzecie pozycje w kodonie niosa istotng informacj¢ o kierunku i charakterze
presji mutacyjnej Prokaryotabylo testowane takze przez innych badaczy. Analizy oparte o
sekwencje dostepne w bazach danych zostaly przeprowadzone m.in. przez zespot Danchin i
Rocha(2001). Celem badan, ktorymi objgto dwadziescia osiem genomow prokariotycznych
dostgpnych w GenBanku byto okreslanie asymetrii i poszukiwanie trendow zwiazanych z
replikacja metoda liniowej analizy dyskryminacyjnej. Zaobserwowana asymetri¢ uznawano
za znaczaca, jezeli procent genow sklasyfikowanych prawidtowo wylacznie na postawie ich
sktadu nukleotydowego jako geny z nici wiodacej lub opdzniajacej byt wigkszy niz 65-70%.
Podstawa analizy byly dwa parametry:

GCskew = (G - C) / (G+C) )

ATskew = (T - A) [ (T+A) 9)

Parametry te, czgsto stosowane w roznego typu analizach genomicznych, pozwalaja na
liczbowe oszacowanie asymetrii genomu. Aby poréwnaé wielkosci tych wskaznikow dla

genow lezacych na réznych niciach, obliczono AGCskew | AATskew, zdefiniowane jako
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roéznice migdzy Srednimi wynikami dla genéw z nici wiodacej 1 genéw z nici opdzniajace;.
Najwigksza asymetrig, opisana wyzej wymienionym parametrem, wykazaly genomy:
B. burgdorferi, Chlamydia trachomatis, Treponema pallidum i Chlamydia pneumaoniae
znaczace warto$ci asymetrii sktadu nukleotydowego otrzymano w przypadku 21 sposrod 28
badanych chromosomow bakteryjny@@anchin, Rocha 2001Migdzy wynikami analizy
dyskryminacyjnej a wartosciami AGCskew Otrzymano wysoka korelacje (wspotczynnik
korelacji Spermana wynidst 0,77), co $wiadczytoby o decydujacej roli asymetrii GC w
generowaniu roznic mi¢dzy ni¢mi. Nast¢gpnym etapem badan byta deterministyczna analiza
zmian skladu nukleotydowego sekwencji w czasie z uwzglednieniem teorii dezaminacji
cytozyny, zgodnie z ktora presja mutacyjna zwiazana z replikacja indukuje przejscie C w T z
czestoscia Z w ciagu czasu t. Czesto$¢ ta jest stata i charakterystyczna dla danej nici.
Analizujac sklad genu nalezy wigc wzia¢ pod uwage zmiany w czasie. Danchin i Rocha
zmodyfikowali sw6j model wprowadzajac rownania rozniczkowe opisujace dynamike zmian

sktadu sekwencji:

dNA/dt =0; chldt = -ZN¢; dNG/dt =0; dNT/ dt = ZNc; (10)

Zgodnie z uktadem rownan (8) w chwili t sktad sekwencji bedzie nastepujacy: Na= Nao, Nc=
€™Nco, Ne= Ngo Nr= Npgo + (1- €)Nco, co oczywiscie nie pozostaje bez wplywu na

GCskew ATskewktore trzeba wyliczy¢ na podstawie wzoru dynamicznego:

GC'skew = (NG,O - e_Zthyo )/ Ng + e_ZtNC,o
AT'skew = (N7 + (1- €)Ngo- Nag)/ (Nro+ (1- €*)Nco+ Nao) (11)

Otrzymane réwnania opisuja w sposob deterministyczny ewolucj¢ skladu nukleotydowego
sekwencji. Badacze zastosowali rownaid) do obliczenia przewidywanych wartosci AGC’
1 AAT’ dla poszczegdlnych genomow, co jednoczesnie pozwolitlo na przetestowanie teorii
dezaminacji. Zatozono, ze najwigksza zgodnos¢ wynikéw powinna zapewni¢ analiza trzecich
pozycji w kodonach, ktére powinny znajdowaé si¢ w réwnowadze z presja mutacyjna.
Rzecxwiscie dla 21 genomdéw stwierdzono znaczaca korelacje¢ migdzy warto§ciami zt
wyliczonymi na podstawie rownan (11) i sktadu nukleotydowego trzecich pozycji, co
potwierdza rol¢ dezaminacji cytozyny w generowaniu asymetrii oraz hipotezg o
rownowagowym sktadzie trzecich pozycji. Pewne niedoszacowania (szczegolnie w przypadku

GCskew swiadcza jednak o istotnym wptywie innych czynnikéw generujacych asymetrig

23



sekwencji, ktorych analityczna transformacja mogtaby by¢ o wiele bardziej skomplikowana
niz dynamiczny model uwzgledniajacy jedynie wptyw dezaminacji cytozyny. Uzycie modelu
symulacyjnego wydaje si¢ wigc by¢ w tym przypadku uzasadnione. Otrzymane wyniki
potwierdzaja zatozenia o roéwnowagowym skladzie trzecich pozycji w kodonie, a
jednoczesnie zachgcaja do uzycia metod niedeterministycznych, ktore moga by¢ jedyna

dostepna na aktualnym etapie badan droga rozwiazania problemu.

1.6. Tablice PAM a procesy ewolucyjne

Znalezienie odpowiedzi na pytanie o0 mechanizm zmian ewolucyjnych na poziomie
sekwencji nukleotydowejpsowadza si¢ do poszukiwania wzorca, czy tez matrycy przejs¢
nukleotydowych, ktére doprowadzity do powstania istniejacych sekwencji.

Jedna z metod okreslenia takiej macierzy przejs$¢ jest analiza homologicznych biatek.
Poniewaz informacja, ktéra mozna uzyska¢ z takich poréwnan dotyczy poziomu
aminokwasowego, wyniki sa zbierane w tablicy przej$¢ aminokwasowych. Pierwsza taka
tablica zostata opublikowana pod koniec lat szes¢dziesiatych (Dayhoff i wspolpr. 1969) i byta
aktualizowana w miar¢ gromadzenia danych o nowopoznanych biatkach (Dayhoff i wspotpr.

1972; Schwartz, Dayhoff 1978, Risler i wspotpr. 1988). Konstrukcja macierzy Dayhoff opiera

si¢ na zaobserwowanych migdzy homologicznymi sekwencjami roznicach w skladzie
aminokwasowym. Oczywi$cie opierajac si¢ na istniejacych sekwencjach biatkowych mozemy
obserwowa¢ tylko mutacje, ktore zostaly zaakceptowane przez naturalna selekcje, gubimy
natomiast informacj¢ o mutacjach eliminowanych przez presje selekcyjna oraz o
wielokrotnych substytucjach. Zaktualizowana wersj¢ macierzy Dayhoff oparto na 1572
zmianach aminokwasowych zaobserwowanych w 71 grupach biatek. W oparciu o
analizowane sekwencje odtworzono 71 drzew filogenetycznych, przy czym nieznane
sekwencje wspolnych przodkow dla kazdego odtworzonego drzewa zostaly losowo
wygenerowane. Dane zebrano w formie symetrycznej macierzy zmian aminokwasowych
(przy zliczaniu zaobserwowanych substytucji nie uwzgledniano kierunku przejscia,
zaktadajac rowne prawdopodobienstwa zmiany na przyktad Glu — Ser, co Ser- Glu). Tak
skorstruowana tablica nie zawierata jednak informacji o aminokwasach, ktére nie ulegly
substytucji, a wigc tych, ktére sa stabilizowane przez selekcjg. Aby wprowadzi¢ dodatkowa

informacj¢ do macierzy obliczono mutabilno$¢ dla kazdego aminokwasu, wedlug wzoru:

Mi = q; —>x/ Fi (12)
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gdziea _,, to suma wszystkich zaobserwowanych podmian aminokwaesh; to catkowita
liczba wystapien i-tego aminokwasu we wszystkich analizowanych sekwencjach.
Poréwnanie relatywnych mutabilnosci wszystkich 20 aminokwaséw budujacych biatka
prowadzi do ciekawych wnioskéw. Najbardziej mutabilne aminokwasy to Asn, Ser, Asp i
Glu, najstabilniejsze to Trp 1 Cys, czyli aminokwasy o charakterystycznym ksztalcie i1
wiasciwosciach chemicznych, majace istotny wptyw na struktur¢ budowanego biatka.

Aby zawrze¢ informacj¢ o poszczegdlnych rodzajach przejs¢ i o mutabilnosci poszczegdlnych
aminokwasow, Dayhoff opracowala tzw. ,mutation probability matrix”, czyli tablicg
prawdopodobienstwa przejs¢ aminokwasowych (Schwartz i Dayhoff 1978)Element tej
macierzy,Mj;, okresla prawdopodobiefistwo, ze aminokwas w kolumnie | zostanie zastapiony
przez aminokwas w wiersauw ciagu okreslonego w jednostkach ewolucyjnych czasu (PAM-

Point of Accepted Mutation lub Percent of Accepted Mutation) i jest obliczany wg wzoru:

MiJ: A mj Aij/ Zi Aij (13)

gdzieA; to liczba wszystkich zaobserwowanych podmian aminokwaszez aminokwas,
m; to relatywna mutabilno$¢ j-tego aminokwasu a to stata proporcjonalnosci. Elementy

diagonalne maciey sa wyliczone na podstawie rownania:
ij =1-A m; (14)

W ten sposob suma elementow kazdego wiersza zostala znormalizowana do jeden -
prawdopodobienstwa zaj$cia zdarzenia pewnego. Dystans ewolucyjny 1 PAM, dla ktoérego
skonstruowano tabkcodpowiada jednej zaakceptowanej substytucji na 100 aminokwasow.
Aby uzyskac¢ tablice przejs¢ dla wigkszych odlegtosci filogenetycznych, podnosi si¢ macierz
PAMI1 do odpowiedniej potegi (czyli mnozy si¢ macierz przez sama siebie odpowiednig ilos¢
razy). W ten sposob otrzymano np. PAM75 i PAM250, ktére odpowiadaja 75 i 250
podstawieniom na 100 aminokwaséw. Srednia warto§¢ 2,5 substytucji na aminokwas jest
mozliwa, gdy wezmiemy pod uwage podstawienia wielokrotne. Oczywiscie sekwencje
odlegte o 75 PAM nie rdznia si¢ w 75% pozycji. Procentowe roznice sa znacznie mniejsze,
gdyz nie wszystkie rejony biatka ewoluuja w jednakowym tempie. Niektére aminokwasy
pozostaja niezmienne, podczas gdy inne ulegaja wielokrotnym podstawieniom.

Tablic Dayhoff uzywano do symulacji losow konkretnych sekwencji po zadanym czasie
ewolucji. Algorytm obejmowat dwa etapy, kazdy z nich wymagat uzycia liczby losowe;j.

Najpierw wybierano aminokwas do mutacji, przy czym prawdopodobienstwo wyboru byto
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zalezne od mutabilno$ci danego aminokwasu. Nastgpnie losowano rodzaj substytucji, jakiej

miat on podlega¢, zgodnie z prawdopodobienstwami przejs¢ z macierzy Dayhoff.
Otrzymywano w ten sposdb prawdopodobny obraz danej sekwencji po zadanym czasie
ewolucji (Dayhoff'i wspoipr. 1978).

Macierze PAM sa tablicami mutacyjneelekcyjnymi, opartymi o dane eksperymentalne, sa

wigc waznym punktem odniesienia dla dwuetapowych symulacji opartych na tablicach czysto
mutacyjnych prowadzonych przez nasz zespot. Otrzymanie wysokiego wspolczynnika
korelacji migdzy tablicami PAM a tablicami, ktore mozna uzyska¢ z porownania sekwencji
wygenerowanych przez program symulacyjny, bytoby cennym potwierdzeniem poprawnosci 1

zgodno$ci opracowanego algorytmu z zachodzacymi w przyrodzie procesami.

c 1z

= 0 2

T -2 1 =&

P -2 1 0 &

A -2 1 1 1 2

- 1 0-1 1 &

N -4 1 0-1 0 0 2

Db - 0 0-1 0 1 2 4

E - 0 0-1 0201 3% 4

g -5-1-1 0 0-1 1 2 2 4

H -*-1-1 0-1-2 2 1 1 % &

R -4 0-1 0-2-3 0-1-1 1 2 &

K- 0 0-1-1-210 2010 2 &

M -§-2-1-2-1-3-2-3-2-1-2 0 0 &

I -2-1 0-2-1-%3-2-2-2-2-2-2-2 2 5§
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Ryc. 7. Tablica wartosci log odds dla PAM250 <ezultat matematycznych przeksztalcei danych z tablicy
PAMI. Elementy tablicy wyrazaja stosunek rzeczywiscie zachodzacych substytucji do ich losowych czestosci:
warto$¢ —10 oznacza, Z7e obserwowana czesto$¢ podstawienia danej pary aminokwaséw stanowi 1/10 ich
spodziewanej liczby, wynik +2 oznacza, ze dane substytucja zachodzi 1,6 raza czesciej niz nalezalo sig
spodziewac.
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1.7. Zagadnienie kodu genetycznego - historia odkrycia i zmiany koncepcji

Kod genetyczny, podstawowy szyfr ngtu zostal ztamany dos$¢ szybko.
Przyporzadkowanie kolejnym kodonom odpowiednich aminokwaséw mialo charakter
bezdyskusyjny (doswiadczenia Nirenberga i Matthei i zajeto okoto pigciu lat (1961-66),
samo rozszyfrowanie kodu byto jednak poprzedzone latami teoretycznych spekulacji i prob
dopasowania koncepcji funkcjonowania kodu do powigkszajacych si¢ zasoboéw danych
eksperymentalnych.

Za prekursora koncepcji czasteczki chemicznej jako nos$nika informacji nalezy uznaé
Schrodingera, ktory juz w 1943 roku stwierdzit, ze materialna podstawa dziedziczenia musi
mie¢ posta¢ aperiodycznego krysztatu, makromolekularnej struktury, w ktdérej pozycje sa
state, ale zajmujace je podjednostki moga zachowac pewna réznorodno$¢, co dawatoby takiej
strukturze mozliwo$¢ gromadzenia informacji. Poczatki badan nad geneza kodu siggaja 1954
roku, kiedy kosmolog George Gamov przedstawit tez¢ o powstaniu kodu dzigki bezposrednim
oddziatywaniom DNA-biatko. Bezposrednio po odkryciu struktury DNA starano si¢ powigzac
biatka z kwasem nukleinowym na drodze bezposredniego przestrzennego dopasowania
czasteczek (Woese 1967; Ycas 1969; Osawa 199%j}ina z propozycji byla koncepcja
»diamentowego kodu” autorstwa G. Gamova (aminokwas miat dopasowywac si¢ do
odpowiedniego wglebienia tworzonego przez parg zasad komplementarnych i dwa nukleotydy
z bezposredniego sasiedztwa), ktora prawidlowo ograniczala pul¢ rozpoznawanych
aminokwasow do dwudziestu, ale opierata si¢ na blednym zalozeniu, ze synteza biatka
odbywa si¢ bezposrednio na matrycy DNA jadrowego. Zalozenie to zostalo szybko
podwazone, a Gamov zostal zmuszony do zmodyfikowania swojej teorii. Zaproponowany
wkrotce po odkryciu mRNA ,kod trojkatny” byt juz kodem trojkowym - zawezat
oddziatywanie kwas nukleinowy — aminokwas do trzech sasiadujacych nukleotydow mRNA.
Dopuszczat jednak zachodzenie na siebie tripletow sekwencji 1 ktadl nacisk nie tyle na
sekwencje kodondéw, co na ich kompozycj¢. Istotnym osiagnieciem byla jednak sama
koncepcja kodu trojkowego. Obserwacje Brennera z 1957 roku (analiza czgsto$ci
wystepowania réznych dwupeptydow w biatkach) doprowadzily wkrétce do odrzucenia
zatozen o zachodzeniu kodondéw na rzecz kodu niezachodzacego. Kolejnym krokiem do
wspotczesne] koncepcji kodu genetycznego bylo odejscie od hipotezy o bezposrednim
oddziatywaniu czasteczek aminokwaséw 1 RNA 1 powstanie hipotezy czasteczki adaptorowe;j
(Crick 1957) a wkrotce potem koncepcji ,,bezprzecinkowosci” kodu, ktora zakladala, ze

zaden kodon poza ciagla, bezposrednia ramka odczytu nie mogt by¢ interpretowany jako
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znaczacy. Tak jak w przypadku kodu diamentowego i trojkatnego, liczba mozliwych do
zakodowania aminokwasow i tym razem wynosita dwadziescia. Ostatnia odkryta cecha kodu,
by¢ moze najbardziej znaczaca dla ewolucji, byta jego degeneracja. Obserwowane w kodzie
prawidtowosci 1 zbiezno$ci sa na tyle zadziwiajace, ze doprowadzity stopniowo, w potaczeniu
z rozwojem informatyki i sztucznych systemow selekcji, do odrzucenia hipgiiezen
accident” Cricka (1968) Jednoczes$nie zaobserwowane odstgpstwa od uniwersalnego kodu
(dotyczace zwlaszcza organelli i matych genomow) dostarczyly argumentéw Swiadczacych za
teza, ze kod genetyczny nie jest bezwzglednie konserwatywny, jak do tej pory zaktadano 1 w
pewnych okolicznosciach moze ewoluowaé. Porzadek kodu 1 jego =zastanawiajace
wiasciwosci zdajace si¢ minimalizowa¢ zard6wno mozliwo$¢ btedu, jak i skutki pojedynczej
mutacji, sa pochodna tylko jednej jego cechy — degeneracji wynikajacej z nadmiarowosci
(Sonneborn 1965; Woese 1965; Zuckerkandl i Pauling 198&zystkie aminokwasy, z
wyjatkiem metioniny 1 tryptofanu, sa kodowane przez wigcej niz jeden kodon, co wigcej,
kodony jednego aminokwasu leza koto siebie w tablicy kodu, tworzac uktady podwdjnie (tzw.
semiboksy lub poczwdrnie zdegenerowane (tzboksy (Ryc.9) W przypadkach, kiedy
aminokwas ma dwa kodony, r6znia si¢ one tylko nukleotydem w trzeciej pozycji, i to w ten
sposoOb, ze tranzycja nie zmienia sensu kodonu. Oczywiscie w przypadku kompletnych
boksow jakakolwiek substytucja w trzeciej pozycji kodonu nie zmienia jego znaczenia.

Degeneracja kodu zdaje si¢ by¢ sterowana zawartoscia GC w kodonach. Ma to bardzo
proste chemiczne wytlumaczenie: wiazania wodorowe migdzy guaning a cytozyna sa potrojne
1 znacznie mocniejsze niz wigzania adenina — tymina. Jezeli dublet, czyli dwa pierwsze
nukleotydy w kodonie, jest para GC lub CG, tworzy zawsze kompletne boksy (Ryc.9.)
natomiast jezeli zasadami w dublecie sa A lub T, powstaja boksy podzielone, co tatwo
wyjasni¢ zdajac sobie sprawe z faktu, ze kodony GCN wiaza si¢ na tyle silnie do swoich
antykodonow, ze trzeci nukleotyd tripletu nie odgrywa juz wlasciwie zadnej roli, natomiast
wigzanie par AT sa na tyle stabe, Ze potrzebuja wzmocnienia przez trzeci nukleotyd
(Lagerkvist 1978; Lagerkvist 1980paczej sformutowana wersja tej prawidlowosci jest tak
zwana ,,zasada Jayaram’a”, wedlug ktorej, jezeli dany dublet tworzy boks, jego konjugat
tworzy boksy podzielone (konjugat danej zasady jest zasada o przeciwnych do niej
wlasciwosciach, np. konjugat tworzacej potrojne wiazania puryny jest tworzaca podwojne
wiazanie pirymidyna itd.). (Jayaram 1997)

Pochodzenie tych prawidlowosci jest zwiazane najprawdopodobniej z poczatkami
kodu genetycznego, by¢ moze sigga jeszcze okresu sprzed wyksztalcenia wspotczesnych

akceptorowych czasteczek tRNA. Znaczenie dwoch pierwszych pozycji 1 czgsciowa lub
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zupelna degeneracja trzeciej zdaja si¢ by¢ reliktem z czasow bezposrednich oddziatywan
migdzy aminokwasami a RNA, ktore na drodze ewolucji zostaly wzmocnione 1 przejete przez
specyficzne wlasciwosci stereochemiczne tRNA (Szathméry 1991)

Hydrofobowo$¢ aminokwasdéw zmienia si¢ w obrgbie kodu bardzo regularnie. Pigé
najbardziej hydrofobowych aminokwaséw (fenyloalanina, izoleucyna, metionina, walina i
leucyna) ma tyming w drugiej pozycji kodonu, trzy najbardziej do siebie zblizone pod
wzgledem hydrofobowosci (leucyna, izoleucyna i walina) r6znia si¢ tylko nukleotydem w
pierwszej pozycji kodonu. Sze$¢ najsilniej hydrofilowych aminokwasow (histydyna, lizyna,
asparagina, asparaginian, glutamina, glutaminian) ma adening w drugiej pozycji(Woese 1965;
Volkenstein 1966, Woese i wspolpr. 1966). Rezultatem tego jest ogdlna prawidtowosé, ze
aminokwasy o komplementarnych antykodonach maja zwykle przeciwne warto$ci
hydrofobowosci (Volkenstein 1966; Blalock i Smith 1984Aminokwasy kodowane przez
triplety z cytozyna w drugiej pozycji przyjmuja najczesciej posrednie wartosci
hydrofobowosci miedzy tymi, ktore zawieraja adening i tyming w tych pozycjach. Ponadto
aminokwasy dzielace dublet cechuja zwykle bardzo zblizone wlasciwosci polarne, z
wyjatkiem pary cysteina — tryptofan(Woese i wspolpr. 1966). Inne analizy(Sjostrom i Wold
1985) wykazaty, ze takze punkt izoelektryczny poszczegdlnych aminokwasow zmienia si¢ w
obrebie kodu z duza regularnoscia.

Kodony aminokwaséw o podobnych wtasciwosciach chemicznych sa ze soba silnie
zwigzane. Kwasne aminokwasy: asparaginian i glutaminian dziela ten sam dublet, a ich
amidowe pochodne, cho¢ nie maja wspdlnego dubletu, roéznig si¢ tylko pojedynczymi
nukleotydami w pierwszej pozycji kodonu.

Trzy zasadee aminokwasy (lizyna, arginina i histydyna) rdéznia si¢ takze
pojedynczymi nukleotydami w kodonie. Podobnie niewielkie rdéznice obserwujemy migdzy
kodonami w grupie aminokwasow aromatycznych (fenyloalanina, tyrozyna i tryptofan) i
zawierajacych grupy hydrofilowe (seryna, treonina i tyrozyna).

Analogicznych regut uporzadkowania mozna si¢ dopatrzy¢ w kodzie wiele, po czgsci
dlatego, ze jest malym, silnie powigzanym zbiorem, czg$¢ zalezno$ci jest wigc po prostu
losowa i mozliwa do uzyskania takze w losowych kodach. Dlatego istotniejsze z punktu
widzenie naukowego sa niedawne odkrycia odstgpstw od uniwersalnego kodu oraz rozwdj
badan nad wczesnymi systemami replikacyjnymi, jak réwniez opracowanie systemu SELEX i
mozliwo$ci syntetyzowania aptamerow (krotkich sekwencji RNA o zadanych wiasciwosciach
enzymatycznych)(Knight 2001). Niebagatelne znaczenie ma takze dostgpno$¢ danych

pochodzacych z symulacji komputerowych. Przykladem zastosowania podejScia
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symulacyjnego w potaczeniu z metodami analityczno-statystycznymi jest praca z 2001 roku,
ktorej autorzy(Gilis i wspotpr. 2001) usituja okresli¢ poziom dostosowania oryginalnego
kodu wzglgdem kodéw wygenerowanych losowo. Podstawa metody jest przypisanie
dowolnemu zestawowi kodonow i aminokwasow funkejokreslajacej tzw. ,fitness” kodu
mierzong jako $rednia z funkcji opisujacych roznicg migdzy aminokwasem a i1 a’ dla
wszystkich kodonéw 1 wszystkich mozliwych btedow. Autorzy uwzgledniali w swoich
analizach ilo$¢ substytucji, jakie musza zaj$¢, aby dany aminokwas przeszedt w inny, jak
rowniez rodzaj tych substytucji (tranzycje i transwersje), a nawet czgstosci, z jakimi dane
aminokwasy wystepuja w zywych komorkach. Roznice migdzy aminokwasami obliczano

hydro

kilkoma sposobami: jako funkcje g™ (r6znice hydrofobowosci liczone dwoma sposobami),

g™ (macierz M[a, a’] uwzgledniajaca zmiang energii swobodnej tworzenia czasteczki

PAM" (funkcja

biatka w wypadku zmiany jednego aminokwasu w jego sekwencji) i g
odwotujaca si¢ do wartosci z tablic PAM 74.1009. Po obliczeniu ® dla kodu naturalnego i 18
losowo wygenerowanych kodow otrzymano do$¢ jednoznaczne wyniki (Gilis i wspotpr.
2001) dla funkcji ¢¥™° frakcja kodow, ktore okazaly sie lepiej przystosowane od
rzeczywistego wyniosta od 0,5 do 1 na 10° Dla funkcji g™ (uwzgledniajacej szereg
wiasciwosci stereochemicznych biatka, takich jak katy torsyjne i specyficzne wlasciwosci
cysteiny, proliny i glicyny dla struktury trzeciorzedowej) na 10° losowych kodéw tylko dwa
uzyskaty wynik lepszy niz kod rzeczywisty. Dla g™ wyniki byly zblizone do tych

Code(

otrzymanych dla §"'® Na koniec wzigto pod uwagg strukture kodu, tworzac funkcje g°°% (a,

a’) uwzgledniajaca minimalng liczbg zasad, ktéore musza zmutowal, aby aminokwas a
przeszedt w a’. Wérod 10° losowych kodéw nie znalazt si¢ ani jeden, ktory uzyskatby wyzsze

code

® obliczane w oparciu o funkcje g niz kod uniwersalny (Ryc.8.)
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Frakcje kodéw losowych, ktére uzyskaty fitness” lepsze (wyzsza wartosé funkcji @) od kodu uniwersalnego
(Gilis i wspolpr. 2001).

Funkcja @ byla obliczana trzema sposobami jako @™ (1/64 2%, 2%, p(c/c)g(ale), a(e’ ))) Q"2
(% 1p(a(c)/n(c))2364C _1g(a(c),a(c))), z uwzglednieniem czestosci aminokwaséw komoéree i jako @*M (1/20
%, I/m(c) S g(a(c), a(c’))), przy zalozeniu jednakowych czestosci wystgpowania dla wszystkich
aminokwasow.

Podsumowujac, kod genetyczny okazat si¢ o wiele bardziej odporny na pojedyncze mutacje
niz jego losowo wygenerowane odpowiedniki, co znaczy, ze bardzo skutecznie minimalizuje
koszty pojedynczych substytucji. Ostatnie odkrycia potwierdzaja silny zwiazek statystyczny
migdzy przynajmniej kilkoma kodonami a sekwencjami bgdacymi miejscami wiazania
odpowiadajacych im aminokwasow do rybozymow (najsilniejsze powinowactwo stwierdzono
dla argininy)(Knight 1998) co sugeruje, ze w pierwszych etapach ewolucji kodu duza rolg
mogly odegra¢ bezposrednie oddzialywania RNA-biatko. Czas ustabilizowania si¢ i
optymalizacji kodu nadal nasuwa szereg watpliwosci, ogdlnie uznaje si¢ jednak, ze
przyporzadkowanie kodondéw odpowiednim aminokwasom nastapito do$¢ wczesnie,
prawdopodobnie jeszcze w $wiecie RNA. Wspolczesne warianty kodu powstaty
przypuszczalnie na drodze niemal neutralnych mutacji standardowego kodu. Nie ma
ostatecznych dowodéw, ze modyfikacje kodu odkryte w malych genomach sa po prostu
adaptacja do zredukowanej puli tRNA. Ale jest wiele przestanek przemawiajacych za teza, ze
do zmiany kodu dochodzito droga ewolucji przez utrat¢ kodonu. W niewielkich genomach
istnieje pewne prawdopodobienstwo, ze niektore kodony moga zupetnie znikna¢ z sekwencji
w skutek dziatania kierunkowej presji mutacyjnej. Jezeli pojawia si¢ znowu (np. po zmianie

presji mutacyjnej), moze si¢ zdarzy¢, ze aparat translacyjny przypisze im inny sens.

31



TCT Ser
TCC Ser
TCA Ser
TCG Ser
T Pro
C Pro
A Pro
G Pro
ACT Thr
ACC Thr
ACA Thr
ACG Thr
GTT Val T Ala
GTC Val (03 Ala
GTA Val A Ala
GTG Val G Ala
aminokwasy kodowane
kodony stop przez 6 kodonéw
kodony pojedyncze semiboxy
kodon start boxy czterokodonowe

dublety zasad o podwdjnym wiazaniu

dublety mieszane z pirymidgrw drugiej pozycji
dublety mieszane z puryng drugiej pozycji
dublety zasad o wigzaniu potrdjny

Ryc.9. Podzial kodu genetycznego na boxy i semiboxy z zaznaczeniem roli dubletow w tworzeniu grup
kodonéw. Kodony o dubletach zlozonych z GC tworza zawsze kompletne boxy, dublety AT tworza boxy

podzielone.
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Innymi przyczynami odstgpstw od standardowego kodu sa mutacje w akceptorowym tRNA
lub biatkach rozpoznajacych kodony STOP oraz biatkach posredniczacych w procesach
inicjacji 1 terminacji translacji. Wysitki badaczy zajmujacych si¢ obecnie zagadnieniami
zwigzanymi z kodem genetycznym sa skierowane na dwa wyrazne cele: czg$¢ naukowcow
dazy do wykazania, Ze pozornie ,,zamrozony” kod jest jednak zdolny do ewolucji, czgs¢
usituje udowodnié, ze istniejacy kod jest optymalny i najlepszy z mozliwych. O ile do celu
pierwszej grupy nie mozna mie¢ zadnych metodologicznych zastrzezen, o tyle podstawy
naukowe konstruowania dowodow na ewolucyjna doskonato§¢ uniwersalnego kodu budza
watpliwosci. Trudno udowodnié, ze jedyny istniejacy egzemplarz jest optymalnym

przedstawicielem swojego rodzaju bez obiektywnego materialu porownawczego.

1.8. Mechanizmy ewolucji strukturalnej genomu prokariotycznego

Genomy prokariotyczne, w przeciwienstwie do eukariotycznych, cechuje bardzo
wysoka gesto§¢ kodowania, okoto 90% genomu stanowia sekwencje kodujace,
zorganizowane czgsto w operony. Druga wazna cecha genomoéw bakteryjnych jest asymetria
sktadu nukleotydowego wprowadzana przez trendy zwiazane z replikacja, ktora roznicuje
warunki panujace na nici wiodacej 1 opdzniajacej. Wydaje si¢ wigc, Ze presja na zachowanie
struktury genomu bakteryjnego powinna by¢ bardzo silna. Obserwujac potozenie
homologicznych gendéw 1 operondw w genomach rdéznych gatunkoéw w obrebie linii
ewolucyjnych bakterii nalezy jednak stwierdzi¢, ze jest ono bardzo zmienne (Mushegian i
Koonn 1996; Casjens 1998; Ochman i wspotpr. 2000, Mackiewicz i wspolpr. 2003).
Struktura genomu bakteryjnego nie jest konserwatywna, poréwnujac ortologi z daleko
spokrewnionych genomow mozna zauwazy¢ silna tendencje do zmiany ich potozenia na nici
(Szczepanik i wspolpr. 2001, Mackiewicz i wspotpr. 2001, Rocha 2003). Takie przeniesienia
genu powoduja wzrost tempa mutacji 1 zwigkszenie dywergencji migdzy ortologami
(Mackiewicz i wspoipr. 2003).

Z jedng strony mamy wigc do czynienia z licznymi czynnikami ograniczajacymi
zmienno$¢ struktury chromosomu, z drugiej z czgstymi zjawiskami jego rearanzacji.
Glownym mechanizmem takich rearanzacji jest intrachromosomalna rekombinacja
homologiczna, ktora moze prowadzi¢ do delecji, duplikacji, translokacji lub inwersji (Smith
1988, Roth i wspolpr. 1996, Romero i Palacios 1997). Wigkszo$§¢ z wymienionych mutacji
strukturalnych jest jednak niekorzystna dla genomu i bywa zwykle szybko eliminowana przez

selekcje. Najczgsciej akceptowanymi zmianami w strukturze genomu sa inwersje, one tez sa

33



uznawane za glowny mechanizm ewolucji strukturalnej genomu bakteryjnego (Liu i
Sanderson 1996, Roth i wspolpr. 1996, Hughes 2000). Analizy par ortologbw wybranych z

kompletnie zsekwetjonowanych genomow potwierdzaja tezg, ze duze rearanzacje w skali

genomu sa skutkiem inwersji (Eisen i wspoipr. 2000; Tillier i Collins 2000a; Zivanovic
wspolpr. 2002) Wyjatkiem jest wynik analizy genomu Mycoplasma pneumoniae
Mycoplasma genitaliupktora wykazata szereg translokacji przy braku dowodoéw na zajscie
inwersji (Himmelreich i wspotpr. 1997). Inwersje duzych fragmentéw chromosomu zachodza
gtownie dzigki rekombinacji homologicznej migdzy odwroconymi powtorzeniami (Achaz i
wspolpr. 2003), czyli krotkimi, identycznymi sekwencjami o odwrdconych polarnosciach,
ktére flankuja najczesciej strukture transpozonu. Najprostszymi bakteryjnymi transpozonami
sa tzw. sekwencje insercyjne 1S, sktadajace si¢ z pary terminalnych odwrdéconych powtérzen i
sekwendj kodujacej transpozaze¢. Bardziej ztozone transpozony typu Tn sktadaja si¢ z kilku
genoéw, niekoniecznie zwiazanych z transpozycja 1 sa flankowane przez terminalne
powtorzenia o odwrdconej lub tej samej polarnosci. Analizy wielu genomow wykazaty silny
zwigzek statystyczny migdzy ilo$cia odwroconych powtorzen w genomie, a liczba
zachodzacych w trakcie jego ewolucji inwersji, przy braku takiej zalezno$ci dla powtorzen o
zgodnych polarnosciach (Achaz i wspdlpr. 2003). Rozmieszczenie sekwencjiS na
chromosomienie jest czysto losowe, wydaje si¢ podlega¢ selekcji, za czym przemawia fakt,
ze sekwencje IS nigdy nie leza wewnatrz operonu. Sekwencje insercyjne dziela chromosom
na ,,ruchome” moduty, ktére moga si¢ przemieszcza¢ w jego obrebie.

Odwroconych powtorzen uzywa si¢ w badaniach laboratoryjnych jako mechanizmu
indukujacego inwersje. Wigkszos¢ inwersji uzyskanych w laboratorium (Roth i wspotpr.
1996)powoduje jednak obnizenie tempa wzrostu kolonii lub $mieré komorek, co swiadczy o
silnej selekcji, jakiej podlega te zjawiska w naturze. Inwersje obserwowane w istniejacych
genomach, czyli te zaakceptowane przez selekcjg, jezeli zachodza migdzy rdéznymi
replichorami, sg zwykle symetryczne wzgledem miejsca inicjacji replikacji (Tillier i Collins
2000a; Suyama i Bork 20Q1)aka symetria pozwala na zachowanie dlugosci replichory i
potozenia genu wzgledem ORI (Ryc.10.) (Mackiewicz i wspolpr. 2003). Jezeli odwrdcone
powtorzenia leza w obregbie tej samej replichory, inwersja prowadzi do zmiany nici. Gdyby
inwersje zachadty z catkowicie losowa czgstoscia, liczba genow, ktorych sensy leza na nici
wiodacej bylaby mniej wigcej rowna liczbie genéw na nici op6zniajacej. Tak jednak nie jest,

u wielu bakterii mamy do czynienia z nier6wnomiernym rozlozeniem gendéw na niciach.
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Ryc.10. Schemat przebiegu rekombinacji intrachromosomalnej migdzy odwrdconymi powtoérzeniami
zlokalizowanymi na tej samej nici symetrycznie wobec ORI (a) i na roznych niciach tej samej replichory (b).

Wigkszos$¢ sekwencji kodujacych lezy na nici wiodacej, dotyczy to zwlaszcza genomoéw,
ktore wykazuja wysoka asymetri¢ sktadu nukleotydowego (Mackiewicz 2003) Jest to
spowodowane czynnikami selekcyjnymi, zwiazanymi, jak wykazali niedawno Rocha i
Danchin (2003)raczej z istotnoscia transkryptu danego genu dla funkcjonowania komorki
niz z presja na poziom jego ekspresji. Wyniki analizy poréwnawczej polozenia genow
odpowiedzialnych za podstawowe procesy metaboliczne komorki bakteryjnej pozwolito na
wyciagniecie wniosku o decydujacej roli funkcji genu dla organizacji genomu bakterii.
Potozenie genu ma wigc duze znaczenie selekcyjne, a istniejace struktury chromosomow sa
nieprzypadkowym tworem dlugiej ewolucji. Aby odpowiedzie¢ na pytanie o ewolucje
strukturalng genomu, nalezy wzia¢ pod uwage szereg czynnikdéw ksztattujacych srodowisko

genéw, czyli warunki ewolucji w zlozonym systemie, jakim jest chromosom bakteryjny.
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Wiasciwosci genomu Borrelia burgorferi.

GenomB. burgdorferiB31 (Fraser i wspolpr. 1997), czynnika etiologicznego tzw.
choroby z Lymesktada si¢ z liniowej czasteczki o dtugosci 910 725 par zasad oraz 17
liniowych 1 kolistych plazmidéw réznych rozmiaréw o tacznej dlugosci 533 000 par zasad.
Na chromosomie znajduje si¢ 850 genow kodujacych gtéwnie biatka zwiazane z replikacja,
transkrypja, translacja, transportem komoérkowy. Chromosom nie zawiera natomiast genow
odpowiedzialnych za funkcjonowanie szlakéw metabolicznych syntezy zwiazkow
organicznych, stad przypuszczenie, ze genom B. burgdorferi wyewoluowal na drodze
czgsciowej utraty funkcji od metabolicznie kompetentnego przodka.

Sekwencje kodujace biatka stanowia 93% genomu, sekwencje kodujace RNA - 0.7%,
sekwencje migdzygenowe: 6.3%. Okoto 59% ORFow posiada zidentyfikowane homologi w
bazach danych innych genomow, dla 29% nie znaleziono jeszcze homologow.

Srednia zawarto$¢ G+C w chromosomie B. burgdorferiwynosi ok. 28.6%, $rednia
dlugos¢ ORFu wynosi okoto 330 kodondéw. Analiza uzywalnosci kodonéw wskazuje na
przewage tripletow bogatych w AU-. Najczg$ciej wystgpujacymi kodonami sa: AAA (Lys,
8.1%), AAU (Asn, 5,9%), AUU (lle, 5.9%), UUU (Phe, 5.7%), GAA (Glu, 5.0%), GAU
(Asp, 4.2%). Srednia warto$é punktu izoelektrycznego dla kodowanych biatek wynosi 9.7, co
wiaze si¢ z wysoka czestoscia wystegpowania kodonu dla zasadowej lizyny.

Mechanizm replikacji chromosomu i plazmid®wburgdorferizostat opisany w 1999
(Picardeau i wspotpr. 1999). Jak wykazano metoda mapowania fizycznego miejsce inicjacji
replikacji genomuB. burgdorferiznajduje si¢ w srodku liniowego chromosomu. 66% gendéw
kodowanych na chromosom. burgdorferijest transkrybowanych w kierunku od $rodka
czasteczki, co potwierdza wewngtrzne potozenie ORI, przy zatozeniu, Zze optymalny kierunek
transkrypcji jest zgodny kierunkiem replikagjRyc.11) Za tym faktem przemawia takze
wyrazna asymetria genomu B. burgdorferii widoczny przy analizi€&sCskewpunkt zmiany
trendu w $rodku genomu (Ryc. 11).Przyjmujac, ze ORI znajduje si¢ w $rodku chromosomu,
na nici wiodacej lezy 564 sekwencji kodujacych, na nici opozniajacej prawie dwa razy mnie),

tylko 286, co moze wskazywac na preferencje co do polozenia genow na chromosomie.
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Wazna cecha genomu B. burgdorferijest obecnos¢ licznych plazmidow i transpozondw oraz
sekwencji o funkcjach transpozonowych. Wycofanie czg$ci kodowanej informacji
geneycznej na plazmidy moze wynika¢ z tendencji do minimalizacji rozmiaréw nukleoidu,
typowej dla organizmow pasozytniczych, zwlaszcza pasozytow wewnatrzkomorkowych. W
genomieB. burgdorferiwystepuje tacznie 66 sekwencji o funkcjach transpozonowych (w tym
11 w chromosomie), co jest cieckawe biorac pod uwage, ze kompletne transpozony sa obecne
wylacznie na plazmidach, doktadnie na dziewigciu z nich (Ip17, 1p25, 1p28(1-4), Ip56, Ip36 |
Ip38), stanowiac ok. 0,74% calego genomu (www.ncbi.nlim.nih.ggv Wszystkie
chromosomowe sekwencje traspozonowe sa homologami sekwencji plazmidowych, co moze
$wiadczy¢ o licznych zjawiskach rearanzacji i wymianie informacji migdzy genoforem a

plazmidami.
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Ryc.11. Model replikacji chromosomBorrelia burgdorferj zgodny z teoria umiejscawiajaca ORI posrodku
chromosomu. Razej wykres GC skewi dystrybucji oktamerdWTTGTTTT wzdtuz chromosomu B.
burgdorferi Punkt odwrécenia trencadpowiada usytuowaniu ORFfaser i wspdlpr. 1997).
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Roéznice w sktadzie trzecich pozycji kodondw gendw z nici wiodacej i opdzniajacej B.
burgdorferi przedstawiaRyc. 12.Punkty na dwuwymiarowej plaszczyznie, ktorej osie
wyznaczaja wartosci AT 1 GC skewdla trzecich pozycji w kodonach, reprezentuja
poszczeg6lne geny z nici wiodacej (szare kwadraty) 1 opdzniajacej (czarne trojkaty). Geny
grupuja si¢ wokot centrow potozonych w dwoch przeciwleglych ¢wiartkach uktadu
wspotrzednych. W ¢éwiartce I dominuja sekwencje z nici wiodacej, w ¢wiartce IV — z nici
opozniajacej. Nieliczne punkty odbiegaja od wyraznie zaznaczonego schematu, zajmujac
potozenia posrednie, w ¢wiartce I lub III. Sa to sekwencje, ktore najprawdopodobniej ulegly
niedawnej inwersji. Na podstawie odleglosci punktéw od odpowiednich centrow rozktadu
mozna w przyblizeniu okresli¢ liczbg sekwencji, ktore zmienity ni¢. Wyniki analizy

przedstawiono Wab.5 (Mackiewicz i wspotpr. 2003).
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Tab.5. Oszacowanie ilosci inwersji gendw ze zmiana nici, ktore zaszly w genomie B. burgdorferi (Mackiewicz i

wspolpr. 2003)

liczba genéw | liczba genéw na | geny, ktére zmienily ni¢: Nw-o No-w
na nici nici opdzniajacej
wiodacej INVi/Ny INvo/Ng
z wiodgcej na |z opOzniajgcej na
opdzniajgcq wiodacg
Invy Inv,
564 286 24 27 0,043 0,094

Wymienione wiasciwosci genomu B. burgdorferi predysponuja ja do petnienia funkcji
organizmu modelowego w badaniach nad asymetria DNA i jej wplywem na ewolucje

molekularna.
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2.CEL PRACY

Celem przeprowadzonych badan i analiz symulacyjnych byto skonstruowanie modelu
pozwalajacego na symulacj¢ ewolucji genomu prokariotycznego z uwzglednieniem

asymetrycznej, kierunkowej presji mutacyjnej i selekcyjnej.
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3. MATERIALY | METODY

3.1. Sekwencje wykorzystane w konstrukcji modelu

Podstawa konstrukcji modelu symulacyjnego ewolucji genomu prokariotycznego byta
kompletna sekwencjdorrelia burgdorferi B31 (Spirochaete) (Frasi wspdipr. 1997)
zdeponowana na stronie National Center for Biotechnology Inform@keson i wspolpr.
2000) (www.ncbi.nim.nih. gavppracowujac model, wykorzystano informacj¢ zawarta w
calym chromosomie, biorac pod uwage zar6wno 850 sekwencji kodujacych biatka i tRNA,
jak 1 sekwencje migdzygenowe, uwzgledniajac potozenie ORI i lokalizacje¢ poszczegdlnych
gendw na chromosomie.

Drugim genomem, z ktorego sekwencji skorzystano, budujac model, byl genom
Treponema pallidum Ze zbioru sekwencji aminokwasowly dostgpnych na stronie

www.tigr.orgwybrano 433 ortologi odpowiednich sekwerigjiburgdorferi.

3.2. Modul mutacyjny

Presj¢ mutacyjna dzialajaca na genom podlegajacy ewolucji okre§lono korzystajac z
tablicy przejs¢ nukleotydowych uzyskanej dlaB. burgdorferi przez Kowalczuk i
wspotpracownikow (2001b) (patrz. rozdz.1.5, Tab). Macierz substytucji otrzymano
porownujac ilo$¢ podstawien zasztych w sekwencjach kodujacych i homologicznych do nich
pseudogenach, ktére zta@zenia nie podlegaja presji selekcyjnej. Mutacje nagromadzone w
sekwencjach pseudogendéw powinny wigc by¢ odbiciem czystej presji mutacyjnej. Tak
otrzymana macierz substytucji jest obrazem presji charakterystycznej dla genomu, na ktérego

podstawie zostata skonstruowana.
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3.3. Algorytm symulacyjny

Kompletna sekwencj¢ B. burgdorferipoddawano symulacji wedlug algorytmu typu
Monte Carlo &neks, ktorego dziatanie mozna podzieli¢ na kilka zasadniczych etapow.
Pierwszy obejmuje rozpoznawanie i wycinasekwencji kodujacych z pliku wejsciowego
wedlug podanych wspotrzednych okreslajacych dokladne polozenie genow oraz ORI
Program rozpoznaje jednoczes$nie ni¢, na ktorej lezy sens danego genu i grupuje osobno
sekwencje odcinkow kodujacych potozonych na nici wiodacej 1 opdzniajacej. Takie grupy
sekwencji przechodza do etapu nastgpnego, ktérym jest wprowadzanie mutacji. Etap ten
obejmuje dwa naktadajace si¢ na siebie procesy: losowanie nukleotydu do mutacji (wedtug
zadanego prawdopodobienstwa pmy) Oraz podstawienie wybranego nukleotydu przez inny
nukleotyd z prawdopodobienstwem okre§lonym przez odpowiednia tablicg mutacji. Nie
kazdy wylosowany do mutacji nukleotyd ulega substytucji, jest to zwigzane z niezerowymi
warto$ciami  diagonali  macierzy = mutacyjnej, a tym Samym  niezerowym
prawdopodobienstwem przej$¢ tozsamosciowych.

Wprowadzone mutacje sa zliczane 1 dostgpne do dalszej analizy jako mutacje wpadajqce,
czyli bedace wynikiem dziatania czystej presji mutacyjne;.

Zmutowana sekwencja przechodzi do nastgpnego etapu symulacji, w ktorym kazdy gen
przechodzi przez sito selekcyjne. Stosowany algorytm ma mozliwo$¢ sprawdzania szeregu
wlasciwosci kodowanego przez gen biatka, sa to: sekwencja kodonowa, aminokwasowa,
punkt izoelektryczny, hydrofobowos¢, generowanie startdéw i stopéw W ponizszej pracy
skupiono si¢ gldwnie nad testowaniem sktadu aminokwasowego, jako czynnika selekcyjnego
w ewolucji genéw, cho¢ podj¢to takze proby analizy innych parametrow selekcyjnych.

Na etapie selekeji algorytm oblicza sktad aminokwasowy kazdego genu przed i po mutacji, a

nastgpnie oblicza parametr wyrazony wzorem:

Zf"lfa(O) - £,(0)| (15)

a=
gdzie f, (0) to frakcja danego aminokwasu w oryginalnej sekwencii(t frakcja tego
samego aminokwasu w sekwencji poddanej mutacjom w kroku t .

Modelowanie ewolucji genomu wedlug opisywanego algorytmu polega wlasciwie na
symulacji koewolucji dwoch blizniaczych sekwencji, ktéore na zmiang podlegaja mutacji i
selekcji. Jezeli warto$¢ parametru (15) przekroczy ustalong tolerancje T (sposOb wyznaczenia

zakresu tolerancji dla genow bedzie omowiony w rozdz. 3.4, gen jest zastgpowany przez
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swojego ,,ortologa”, ktory przezyt poprzedni krok symulacji w koewoluujacej sekwencji.
Zaktadamy, ze zmiana nie przekraczajaca granic tolerancji nie powoduje istotnej selekcyjnie
zmiany funkcji kodowanego bialka. Po etapie selekcji algorytm zlicza zaakceptowane
mutacje, jak rowniez liczb¢ podmienionych genéw. Ten ostatni parametr stuzy nastgpnie do
szacowania kosztow ewolucji. Kazda eliminacja genu odpowiada w naturze $mierci jednego
organizmu-podmieniony gen nie bierze juz udzialu w ewolucji, wygrywa i powiela si¢ ten,
ktory zajat jego miejsce. Procesy mutacji 1 selekcji zachodza zadana ilo$¢ razy, przy czym
wzorcem selekcyjnym jest ciagle oryginalna sekwencja B. burgdorferi.lteracja dotyczy obu
wspotewoluujacych sekwencji. W jednym kroku symulacji przez etapy mutacji i selekcji
przechodzi najpierw genod a nastgpnie genom B. W czasie, kiedy dana pula genéw (A lub
B) nie ulega ewolucji, stanowi ,magazysprawnych ortologow, z ktorego moze korzystaé
blizniacza sekwencja po przejsciu przez etap selekcji.

Program symulacyjny zostat napisany j¢zyku programowania C++ przez prof. M. R.
Dudka. Jezyk C++ umozliwia tworzenie kodu, ktory po odpowiedniej kompilacji, jest
czytelny dla kazdego komputera PC. Wigkszo$¢ parametrow jest wprowadzana przez linig
polecenia, ich zmiana nie wymaga bezposredniej ingerencji w kod, co mogtoby by¢ z czasem
niebezpieczne dla integralno$ci programu.

Jezyk C++, udoskonalona wersja ANSI C, r6zni si¢ od swojego poprzednika gltéwnie
wprowadzeniem mozliwosci programowania strukturalnego, bez czego tworzenie
skomplikowanego oprogramowania byloby znacznie trudniejsze. Gléwna zaleta tej metody
jest mozliwo$¢ tworzenia klas (odpowiednikow struktur w ANSI C), czyli obiektow,
stanowiacych zbior obiektow i stosowanych na nich metod (funkcji). Klasa jest jednostka
kodu, na ktorej mozna wykonaé szereg podstawowych operacji 1 traktowac jako catos¢.

Dzigki zastosowaniu klas udato si¢ zachowa¢ spojnos¢ struktury skomplikowanego programu.
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znajdowanie i wycinanie senséw sekwencji kodujacych z catkowitej sekwencji Borrelia burgdorferi
A — sekwencja oryginalrBorrelia burgdorferi
B —wyciete sekwencje kodujace

grupowanie genow wedlug potozenia na nici duplikacja sekwencji #worzenie blizniaczej puli genow
1 2 3 4
< >
ORI
ni¢ opdzniajaca ni¢ wiodaca

+|++ v +|

wybieranie nukleotydu do mutacji z prawdopodobienstwem pmut
i substytucja zgodnie z tablica mutacyjna

Tab la (nie wszystkie nukleotydy wybrane do mutacji
99 ulegajq podstawieniu, prawdopodobieristwa przejsé
tozsamosciowych sq niezerowe: Pap= (1 — Par— Pag — Pag))
Tab lead
obliczanie sktadu aminokwasowego duplikacja odpowiednika wyeliminowanego genu

sekwencji po mutacji
wedlug wzoru X|fy— f 4| | Sprawdzanie warunku tolerancji

Elfao—fael <T Yfao—fal >T eliminacja genu

akceptacja wprowadzonych substytuciji

podstawienie sekwencji jego ortologa z ili

Ryc. 14. Schemat algorytmu symulacyjnego
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3.4. Wyznaczanie parametru tolerancji

Parametrem okreslajacym w symulacji sil¢ presji selekcyjnej jest przyjmowana
warto$¢ tolerancji, czyli akceptowany przez modut selekcyjny zakres zmian w sekwencji.
Arbitralne przyjecie tolerancji na mutacje oddalaloby model od rzeczywistych zjawisk
przyrodniczych. Najlepszym rozwiazaniem wydaje si¢ wprowadzenie takiej warto$ci
tolerancji T, ktora korespondowataby z obserwowanym w przyrodzie poziomem zmiennosci
sktadu aminokwasowego biatka petniacego dana funkcje. Aby oszacowaé tg wartos¢
postanowiono obliczy¢ Srednia réznice skltadu aminokwasowego migdzy ortologami
pochodzacymi z dwoch spokrewnionych gatunkow bakterii. W przypadku rozpatrywanego
modelu wybrano ortologi z genom8. burgorferi i T. pallidum genomu najblizej
spokrewnionego B. burgdorferia jednoczesnie kompletnie zsekwencjonowanego. W celu
wyeliminowania z analizy ewentualnych paralogéw i pseudogenéw wybrano z bazy COG
tylko ortologi obustronnie najblizsze, tak, aby zaden z gendéw nie posiadal blizszego ortologa
niz jego odpowiednik z pary. Typowano wigc tylko takie pary sekwencji, ktore odnajdywaty
siebie nawzajem po odwrotnym przeszukaniu bazy, a nastgpnie sprawdzano, czy oba ortologi
petnia t¢ sama funkcjg.

Dla kazdej pary obliczono takze parametr réznic sktadu aminokwasowego (wzér 15.) ktérego
$rednig arytmetyczna zastosowano nastgpnie do obliczen. Dla 433 par ortologéw obliczono

srednig hydrofobowos$¢ produktéw kazdego z genow wedtug wzoru:

k

Y (Ha) /K (16)
i=0

(gdzie H, to hydrofobowos¢ i-tego aminokwasu, & - liczba wszystkich aminokwaséw w
danym biatku) oraz $rednia réznicg hydrofobowosci dla wszystkich par ortologow, a takze
punkt izoelektryczny produktu kazdego genu oraz $rednia rdznicg pl dla analizowanych par
ortologdw. Przy obliczaniu punktu izoelektrycznego dla 433 par ortologicznych biatek
skorzystano z dostgpnej w sieci aplikacji (http://us.expasy.org/tools/pi_tool.htmWV oparciu
o analiz¢ korelacji badanych wlasciwosci bialek przyjeto $rednia réznice w skladzie

aminokwasowym biatek B. burgdorferii T. pallidumza parametr selekcyjny symulacji.
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3.5. Metody obrazowania i analizy asymetrii

Jedna z metod graficznego przedstawiania asymetrii skladu sekwencji
nukleotydowych jest spacer w przestrzeil/G-C (Berthelsen i wspolpr. 1992) Trendy
wystepujace w skladzie analizowanej sekwencji mozna obserwowaé w postaci wykresu w
dwuwymiarowej przestrzenA-T, G-C Analiza polega na przesuwaniu si¢ wirtualnego
»spacerowicza” wzdhiz sekwencji nukleotydow o odpowiedni wektor (Ryc.14) | tak,
napotkanie adeniny powoduje przesunigcie spacerowicza do punktu wyznaczonego przez
wektor o poczatku w punkcie, w ktorym zakonczyt si¢ poprzedni krok spaceru i
wspotrzednych [1,0]. Napotkanie tyminy powoduje odpowiednio przesunigcie o wektor [-

1,0], guaniny o wektor [0,1], a cytozyny - o wektor [0,-1]. Ten sposéb obrazowania asymetrii
pozwalana przedstawienie spaceru dla czterech réznych nukleotydow jednoczes$nie. Wykresy
takie mozna robi¢ zaréwno dla catych chromosomdw, jak i dla pojedynczych, czy sklejonych
genoéw 1 przedstawia¢ oddzielnie spacer po trzech pozycjach w kodonie. ,,Spacerowicz”
skacze wtedy tylko po pierwszych, drugich lub trzecich pozycjach w kodonie. Ten ostatni
rodzaj spaceru typu Berthelsen nazywano, ze wzgledu na charakterystyczny ksztatt,
»pajaczkiem”. Pajaczki wyrazne pokazuja trendy zwiazane z kodowaniem. Wykresy dla
sekwemji niekodujacych roznia si¢ wyraznie od spacerow wykonanych po sekwencjach
kodujacych, a nawet pseudogenach, ktore zachowuja przez pewien czas trendy utrwalone w
czasie, kiedy kodowaty biatko. Silnie wydluzone ,ndzki” pajaczka $wiadcza o
wlasciwosciach kodujacych sekwencji. Krotkie 1 poplatane — o stochastycznym rozktadzie

nukleotyddéw, czyli informacyjnym ,szumie”.

c-c] 4 vy

pozycja 1

| Y 0
|ATG|GCTI|AAT|GAC|AAA|AAC|GCT]
123 123123123 123123123 I_
pozycja 3

-
[A-T]

. ‘2
pozycja

Ryc.14. Schemat konstrukcji pajaczka dla dowolnej kodujacej sekwencji nukleotydowe;j
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Pajaczki dla wszystkich genow lub ORFow z danego genomu mozna przedstawi¢ na jednym
wykresie. Pojedynczy ,pajaczek” jest wtedy reprezentowany przez punkt, ktorego
wspolrzednymi sa katy nachylenia noézek, czyli spacerow dla poszczegodlnych pozycji w
kodonie, do osi AF. Plaszczyzna takiego wykresu jest skonczona projekcja powierzchni

torusa.
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4. WYNIKI | DYSKUSJA

4.1. Szacowanie zakresu tolerancji

Aby zwigkszy¢ wiarygodno$¢ homologii znalezionych migdzy genami B. burgdorferii
T. pallidum(rozdz.3.4, rozdz.3.5)powiazac je z wlasciwosciami chemicznymi kodowanych
biatek, wykonano szereg dodatkowych analiz statystycznych, ktore pozwolily na ostateczne
wytypowanie zbioru ortologow, ktéry stuzyt za podstawe do oszacowania zakresu tolerancji.
Obliczano wspoétczynnik korelacji liniowej migdzy wartosciami punktow izoelektrycznych
sekwencji ortologicznych z badanych genomoéw oraz wspotczynnik korelacji miedzy
warto$ciami ich hydrofobowos$ci. Na osi x odlozono warto$¢ hydrofobowosci (lub pl) biatka
kodowaneg przez sekwencj¢ B. burgdorferj a na osi y hydrofobowo$¢ (pI) homologicznego
biatka T. pallidum Zbadano takze zalezno$¢ roéznic poszczeg6élnych parametrow od poziomu
dywergencji migdzy ortologami, oraz zalezno$¢ wspdtczynnika korelacji migedzy warto$ciami
hydrofobowosci 1 pl od dywergencji migdzy sekwencjami.

Okazalo sig, ze korelacje migdzy hydrofobowosciami i pl par ortologéw obnizaja si¢
znaczaco, jezeli dywergencja migdzy badanymi parami ortologéw przekroczy poziom 0,7
(Ryc.15) co ciekawsze po przekmeniu tego poziomu dywergencji wartosci globalnych
réznic aminokwasowych migdzy ortologami przestaja rosnaé, osiagajac w miarg state plateau
(Ryc.16.).Jezeli ograniczymy zbior analizowanych danych do zbioru ortologdéw, ktorych
zakres dywergencji jest nieigkszy niz 0,7, wspolczynnik korelacji dla hydrofobowosci
wynosi ok. 0,9 (Ryc.17.a,bh a dla pl ok. 0,7(Ryc.18.a,b),co s$wiadczy o wysokim
podobienstwie wiasciwosci biatek kodowanych przez te pary ortologéw. Srednia réznica
globalnego sktadu aminokwasowego wyliczona dla takiego podzbioru ortologow wynosi
0,33. Taka warto$¢ parametru tolerancji na zmiany sktadu aminokwasowego zastosowano w
dalszych symulacjach. Sekwencje uzyte ostatecznie do wyznaczenia sity selekcji przeszty
wigc przez trojetapowy proces eliminacji — pierwszy i drugi etap obejmowat sprawdzenie
wiarygodnosci znalezionych homologii (wybranie ortologow obustronnie najblizszych oraz
odrzucenie tych par, ktore nie kodowatly biatka o tej samej funkcji), trzeci eliminowat pary o
zbyt duzej dywergencji, dla ktorych wspoétczynnik korelacji migdzy hydrofobowos$ciami
kodowanych biatek wynosit ponizej 0,8, a wspotczynnik korelacji migdzy ich punktami

izoelektrycznymi nie przekraczat 0,7.
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Ryc.15. Zalezno$¢ korelacji migdzy wartosciami hydrofobowosci (czarne punkty) i pl (szare punkty) sekwenciji
ortologdbw z poszczegolnych par od poziomu dywergencji aminokwasowej (mierzonej iloscia substytucji
aminokwasowych na miejsce) migdzy nimi. Pary ortologéw podzielono na klasy wedlug poziomu dywergencji
(szerdos¢ przedziatu wynosi 0,2).

2A)LB) 16

1,2

0,8 -
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dywergencja

Ryc.16. Zalezno$¢ roznic sktadu aminokwasowego miedzy ortologami z pary, liczonych wedlug wzoru (15), od
poziomu dywergencji migdzy nimi. Na osi rzednych odlozono warto$ci poziomu dywergencji migdzy
sekwemjami, na osi odcietych — wartosci parametru Z|f,(A)-fo(B)|
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Ryc.17. Korelacje migdzy wartosciami pl (a) obliczanymi dla sekwencji ortologédw wszystkich analizowanych
par i (b) dla zbioru par sekwencji, ktéhy poziom dywergencji nie przekroczyl 0,7. Na wykresie (b)
zamieszczono wzdr prostej regresji i wartos¢ wspodlczynnika korelacji liniowej dla przedstawionego zbioru
punktéw.
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Ryc.18. Wykres przedstawiajacy korelacje miedzy wartosciami hydrofobowosci w analizowanych pulach
ortologdw. Wykres (a) ukazuje korelacje dla wszystkich par ortologow, wykres (b) dla grupy sekwencji, ktérych
dywergencja nie przekracza 0,7 substytucji aminokwasowej na miejsce. Na wykresie (b) zamieszczono wzor
prostej regresji i wartos¢ wspdtczynnika korelacji dla przedstawionego zbioru punktow

49



4.2. Analiza presji selekcyjnej

Rola presji selekcyjnej w procesie ewolucji sprowadza si¢ do zachowania ilosci i
jakosci niesionej informacji na poziomie, ktéry pozwala na przezycie i rozmnozenie si¢
organizmu, czyli powielenie jej samej. Selekcja dziala jednak najczesciej na poziomie funkcji
biatka, nie ciagu nukleotydéw, co tworzy pewien zakres dopuszczalnej zmienno$ci w
kompozycji gendw i pozwala na adptacj¢ pewnej puli mutacji.

Aby zrozumie¢ znaczenie selekcji nalezy wyobrazi¢ sobie jak wygladataby sekwencja
poddana dziataniu tylko i wylacznie presji mutacyjnej. Na Rycinie 20przedstawiono spacer
po sekwencjach kodujacych B. burgdorferi doprowadzonyle do rownowagi z presja
mutacyjna (po symulacji pod czysta presja mutacyjna przez 50000 MCS). Trendy zwiazane z
kodowaniem, widoczne wyraznie na wykresie wykonanym metoda spaceru Berthelsen
(Rozdz.3.4.)po sekwencji oryginalnej genduMB. burgdorferi (Ryc.19. a, b),zanikaja,
pozostaja tylko trendy zwiazane z kierunkowa presja mutacyjna. Informacja zawarta w
sekwencji kodujacej ulega zatarciu, a sama sekwencja osiaga stan rOwnowagi, ktory jednak
nie jest stanem catkowitej symetrii sktadu, jak nalezatoby si¢ spodziewaé, gdyby
obowiazywata stochastyczna zasada PRIl (Rozdz.1.1.)Przeciwnie, stan rownowagi takze
wykazuje pewne trendy, ktore wskazuja na nielosowy charakter sity zwigkszajacej entropig
systemu, jakim jest funkcjonujaca w zywej komorce czasteczka DNA. Spacer typu Berthelsen
po poszczegolnych pozycjach w kodonach sekwencji kodujacych daje syntetyczny obraz
dwoch rodzajow trenddw =#wiazanych z mutacja i wprowadzanych przez asymetryczna
presj¢ mutacyjna oraz tych bgdacych bezposrednim skutkiem dziatania sil selekcji. Spacer
typu Berthelsen polega na ,,przej$ciu” przez wszystkie pozycje nukleotydowe analizowane;j
sekwencji z zachowaniem $ladu takiego przejscia w dwuwymiarowej przestrzeni A-T/G-C.
Slad taki jest obrazem lokalnych trendow w skladzie sekwencji, rodzaj napotkanego

nukleotydu wymusza bowiem kierunek ruchu na ptaszczyznie.
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Ryc. 19.Spacer typu Berthelsen po trzech pozycjach sekwencji kodujacych nici wiodacej (a) i opdzniajacej (b)
Borrelia burgdorferi. Szara linia — trend dla trzecich pozycji w kodonie, czarna pogrubiona — pierwsze pozycje,
czarna cienka linia — trend dla drugich pozyciji.

2 [AT

Ryc. 20. Ten sam spacer wykonany dla sekwencji poddanych symulacji pod czysta presja mutacyjna przez 50000
krokow Monte Carlo. (a) wykres dla trzech pozycji w kodonie dla sekwencji z nici wiodacej, (b) - z nici
opozniajacej (wykresy dla trzech pozycji w kodonie niemal zupelnie si¢ pokrywaja)
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Brak trendow przy tym sposobie analizy obserwujemy w postaci kigbka statystycznego,
powstajacego wokot poczatku uktadu wspotrzednych. GenomB. burgdorfericechuje bardzo
wyrazna asymetria sktadu nukleotydowego, przy czym trendy dla trzecich pozycji kodondéw
sekwencji kodujacych z nici wiodacej 1 opdzniajacej sa do siebie wyraznie przeciwstawne.
Trzecie pozycje kodonoéw nici wiodacej sa bogate w tyming 1 guaning, natomiast w kodonach
lezacych na nici opdzniajacej przewaza adenina i1 cytozyna. Ta doskonata niemal
komplementarno$¢ trendow zgadza si¢ ze spotykanymi w literaturze (Wolfe 1989)
wzmiankami o niewystgpowaniu u B. burgdorferipresjiselekcyjnej zwiazanej z ewentualnym
wplywem trzeciej pozycji kodonu na szybko$¢ translacji. Moze to by¢ zwiazane z
ograniczona wielko$cia genomu, a nawet dazeniem do jego minimalizacji. Jednym ze
sposobOw na zmniejszenie genomu moze by¢ ograniczenie ilosci réznych rodzajow tRNA
rozpoznajacych ten sam aminokwas, co jest mozliwe dzigki regule wahadla oraz
modyfikacjom skladu tRNA (np. wprowadzaniu do antykodonow inozyny lub
pseudourydyny, ktore zwigkszaja dowolno$¢ parowania). Przy minimalnej ilosci réznych
rodzajow tRNA, wpltyw czgstosci wystgpowania tRNA dla danego kodonu na tempo procesu
translacji staje si¢ znikomy, a tym samym znaczenie selekcyjne sktadu trzeciej pozycji
kodonu jest do pominigcia. Mozna wigc wnioskowac, ze sklad trzecich pozycji kodonu u B.
burgdorferi odzwierciedla jedynie wplyw presji mutacyjnej, a nie trendy zwigzane z
kodowaniem. Jednocze$nie presja dzialajaca na ni¢ opdzniajaca jest dokladnie
komplementarna do presji okre$lonej dla nici wiodacej, co usprawiedliwia wprowadzenie
tablicy lustrzanej, jako macierzy opisujacej presj¢ mutacyjna na nici opdzniajacej w
symulacjach. Trendy dla trzecich pozycji w kodonie nie we wszystkich genomach sa
przeciwstawne, nie zawsze znaczenie selekcyjne trzecich pozycji jest do pominigcia, nie dla
wszytkich genomoéw otrzymano tez tak wyrazny obraz rozdzialu gendéw na torusie, jak dla
genomuB. burgdorferi Jezeli do utworzenia wykresu uzyjemy katow nachylenia spacerow
po pierwszych i trzecich pozycjach sekwencji kodujacych B. burgdorferi, geny z nici
wiodacej i opdzniajacej podziela si¢ na dwie odrebne grupy (Ryc. 21).
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Aby wydoby¢ ze spaceru Berthelsen informacje o czystej presji selekcyjnej, nalezy go
zmodyfikowaé, uwzgledniajac wage informacyjna kazdego z nukleotydow. W tym celu
nalezy nada¢ kazdemu krokowi warto$¢ odwrotnie proporcjonalna do czgstosci wystgpowania
danego nukleotydu w sekwencji doprowadzonej do stanu rownowagi z presja mutacyjna (np.
po napotkaniu adeniny przesuwamy si¢ o wektor: [1/Nar, 0], gdzie Mg 0znacza frakcje
adeniny w sekwencji rownowagowej; po napotkaniu tyminy o wektor o wspotrzednych
[-1/N1g,0], itd.). Im rzadziej dany nukleotyd wystepuje w sekwencji rownowagowej, tym
wigksza jest jego waga informacyjna, jezeli pojawi si¢ w sekwencji kodujacej i odwrotnie, im
czesciej wystgpuje losowo, tym statystycznie mniej niesie informacji.

Otrzymany wykres(Ryc. 22.)jest charakterystyczny dla genonii burgdorferi,
potwierdza zalozenie o braku selekcji na trzecie pozycje w kodonie (no6zki dla trzeciej pozycji
wykresu zaréwno dla nici wiodacej, jak 1 opdzniajacej, zwijaja si¢ wokot poczatku uktadu
wspotrzednych, nie wykazujac zadnych trendow selekcyjnych) i silng selekcje na pierwsze i
drugie pozycje w kodonie (silne trendy dla nici wiodacej (Ryc.22.a) nieco stabiej zaznaczone
dla nici op6zniajacej (Ryc.22.b)

Innym sposobem uwidaczniania presji selekcyjnej jest konstrukcja tablic(RAkt z.
1.4)dla sekwencji poddanej czystej presji mutacyjnej, a nastgpnie porownanie tak otrzymane;j
tablicy z macierzami DayhafEwolucj¢ sekwencji nalezy przerwa¢ w momencie okreslonym

przez oczekiwany poziom dywergencji (jezeli porownujemy tablicg¢ z macierza PAM1
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Dayhoff, symulujemy ewolucj¢ do chwili, w ktorej sekwencja macierzysta i potomna r6éznia
si¢ $rednio jednym aminokwasem na sto). Nastgpnie analizujemy otrzymana sekwencje 1
tworzymy macierz zaobserwowanych podstawien aminokwasowych wedlug wzoru (13). W
nastgpnym kroku tworzymy pochodna macierz bedaca wynikiem odjecia uzyskanej tablicy
symulacyjnej od macierzy PAM. Otnnana tablica powinna opisywaé presje selekcyjna.
Konstruowane na podstawie porownan wspotczesnych sekwencji ortologicznych macierze
przejs¢ aminokwasowych zawieraja informacj¢ zardwno o presji mutacyjnej jak i selekcyjne;j
dzialajacej na sekwencje podczas ich ewolucji. Sa one wynikiem usrednienia danych
zebranych z poréwnan wielu gatunkow. Dlatego macierz selekcyjna otrzymana po odjgciu
presji mutacyjnej wyznaczonej dB. burgdorferiod ogélnej macierzy PAM nie zostata
przyjeta za podstawe modutu selekcyjnego konstruowanego modelu.

Sledzac efekty dziatania selekcji wykonano szereg diagraméw opisujacych
poszczegodlne wilasciwosci biatek kodowanych przez genom B. burgdorferi
Pierwszy z prezentowanych histogramdf®yc.23.) przedstawia rozktad hydrofobowosci
biatek kodowanych przez oryginalna sekwencj¢ B. burgdorferi(na osi x poszczegolne klasy
hydrofobowosci, na osi y liczebnos¢ klas) 1 odpowiednich sekwencji w stanie rownowagi z
presja mutacyjna, osobno dla nici wiodacej 1 opdzniajacej. Diagramy dla sekwencji w stanie
roOwnowagi sa wyraznie przesuni¢te w stosunku do diagraméw wykonanych dla sekwencji
oryginalnych. W przypadku gendéw z nici wiodacej doj$cie do stanu réwnowagi z presja
mutacyjna doprowadzito do zwigkszenia $redniej hydrofobowosci kodowanych biatek,
histogram jest wyraznie przesunigty w prawo. Dla gendw z nici opdzniajacej przesunigcie jest
mniej wyrazne, ale takze zauwazalne, $rednia hydrofobowos$¢ kodowanych biatek po
osiagnigciu stanu rownowagi ulegta jednak obnizeniu. Sugeruje to, po pierwsze, roznice we
wlasciwosciach 1 podatnosci na mutacje tych dwoch grup gendéw, a po drugie silniejsze
dziatanie presji selekcyjnej na geny z nici wiodacej. Przesunigcia histogramow charakteryzuja
presj¢ selekcyjna dziatajaca na geny z nici opdzniajacej 1 wiodacej.

Podobne wykresy wykonano analizujac zmiany punktu izoelektrycznego tych samych
grup genow(Ryc.24.) Rowniez tutaj jako odwotania uzyto rozktadu wartosci pl produktow
oryginalnych gendwB. burgdorferi z puli nici wiodacej i opozniajacej. Histogram dla
sekwencji wyjsciowej ma dwa wyrazne maksima (w zakresie pH 4,5-6,5 oraz 8,5-10,0),
ktorych potozenie ulega zmianie pod dzialaniem czystej presji mutacyjnej. Pozostaje jedno,
wyrazne maksimum dla biatek o zasadowym charakterze (o pl w zakresie pH od 8,5 do 9,5
dla nici wiodacej 1 10,0-10,5 dla opdzniajacej) 1 drugi, mniej wyrazny szczyt dla bialek o

charakterze kwasnym, widoczny tylko dla gendéw nici wiodacej. Co ciekawe na wszystkich
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diagramach dla zakresu pH 7,05 zaznacza si¢ glebokie minimum lub obszar
nieobsadzony, $wiadczace by¢ moze o jakim$ stanie zakazanym, nie realizowanym przez
biatka najprawdopodobniej nie tylko ze wzgledéw selekcyjnych (w pH wnetrza komorki,
ktore wynosi okoto 7,3, ich rozpuszczalnos$¢ biatek obojetnych bytaby silnie ograniczona), ale
tez z powodu uzycia specyficznej grupy aminokwaséw do ich budowy, ktérych wybodr
narzuca konstrukcja kodu genetycznego. Za ta ostatnia teza przemawia fakt, ze diagramy dla
sekwencji rownowagowych, uzyskanych droga symulacyjna, zawieraja wspomniane minima.
Wymienione obserwacje zmuszaja do zastanowienia si¢ nad historia powstania i
stabilizacji wspotczesnego kodu genetycznego, moga by¢ tez podstawa i punktem wyjscia do

dalszych analiz.
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Ryc.22. Zmodyfikowane spacery typu Berthelsen po trzech pozycjach sekwencji kodujacych B.
burgdorferi z nici wiodacej (a) i opdzniajacej (b). Czarne ciagle linie przedstawiajg trendy dla pierwszych
pozycji w kodonie, szare liniespacery po drugich pozycjach. Obok, w wigkszej skali, przedstawiono
spacery po trzecich pozycjach sekwencji kodujacych.(klebki statystyczne) Osie wyznaczaja kierunki w
dwuwymiarowej przestrzeni A-T/G-C.
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Ryc. 23. Histogramy rozkladu hydrofobowosci dla sekwencji kodujacych z nici wiodacej (a) i opozniajacej
(b). Stupki szare reprezentuja oryginalne grupy gendéw B. burgdorferj czarne — odpowiednie sekwencje
doprowadzone do stanu rownowagi z presja mutacyjna. Na osi y odtozono znormalizowana przez ilos¢
gendéw na danej nici liczebno$¢ poszczegolnych klas hydrofobowosci.
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Ryc.24. Histogramy rozktadu pl dla sekwencji kodujacych (a) z nici wiodacej i (b). opdZniajacej Stupki szare

reprezentujg oryginalne grupy gendéw B. burgdorferj czarne — odpowiednie sekwencje doprowadzone do stanu

rownowagi z presja mutacyjna. Na osi y odlozono znormalizowang przez ilos¢ genow na danej nici liczebno$¢
poszczegolnych klas wartosci pH przyjmowanych przez punkt izoelektryczny.
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4.3. Miejsce kodu genetycznego Wladzie presja mutacyjna — selekcja - genom

Na tle ostatnich badan kod genetyczny jawi si¢ jako skomplikowany i wysoce
uporzadkowany system. Cze$¢ naukowcéw usiluje udowodnié, ze jest on jednym z
najdoskonalszych produktow ewoludjiozdz.1.7.) trudno gdnak rozstrzyga¢ o tym w
sytuacji, gdy mamy do czynienia z pojedynczym obiektem badan. Stan obecny, ktory poddaje

si¢ analizie naukowej, wyglada nastepujaco: mamy jeden, zasadniczo uniwersalny wzorzec
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kodu genetycznego i cate spektrum sekwencji nukleotydowych, dla ktérych byt on podstawa
ewolucji 1 jednym z najistotniejszych jej ograniczen. By¢ moze shluszniejsze, z punktu
widzenia metodologii naukowej, bytoby odwrdcenie pytania o optymalizacje kodu i
zastanowienie si¢ nad przystosowaniem do istniejacego wariantu kodu milionéw systemow,
na ktére sktadaja si¢ sekwencje nukleotydowe genomoéw oraz charakterystyczna dla nich
presja mutacyjna 1 selekcyjna. Stawiajac pytanie w ten sposob, dysponujemy obszernym
materialem porownawczym. Konstrukcja kodu dozwala na pewne przejscia aminokwasowe
(jezeli zachodza na drodze pojedynczej substytucji a zmiana sensu kodonu nie wywotuje
znaczacej zmiany wilasciwosci kodowanego aminokwasu lub nie zmienia go wecale), do
innych praktycznie nie dopuszcza (nawet jezeli przej$cie aminokwasu a w b jest nieszkodliwe
pod wzgledem roznicy we wilasciwosciach biatka, moze by¢ niemozliwe do zrealizowania,
poniewaz wymaga przejscia przez stadium C, zupetnie nie do zaakceptowania dla uktadu).

O takich ukrytych stanach zakazanych zapomina si¢ czgsto konstruujac tablice przejsé

aminokwasowych, ktore uwzgledniaja wszystkie rodzaje podstawien.
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Probujac zdefiniowa¢ powiazania migdzy presja mutacyjna, selekcyjna i1 kodem
genetycznym a sekwencja genomu, nalezy wyjs¢ od prostej zaleznosci wiazacej presje
mutacyjna i frakcje poszczegolnych nukleotydow w sekwencji doprowadzonej do stanu
rownowagi z presja mutacyjna (Wzor 7).Oczywiscie stan rownowagi opisany roéwnaniem (7)
jest stanem, do ktorego dazy sekwencja pozostajaca pod wplywem presji mutacyjnej, ale
ktérego nigdy nie osiaga, poniewaz przeciwdziala temu presja selekcyjna. Rycina 25
przedstawia efektplyniecia” sktadu nukleotydowego sekwencji kodujacej B. burgdorferiw
kierunku stanu réwnowagi, a jednoczes$nie efekt degeneracji kodu genetycznego. Ilos¢
podstawien aminokwasowych, do ktorych doszio w sekwencji poddawanej czystej presji
mutacyjnej przez 10 000 MCS jest wyraznie nizsza od liczby podstawien kodonowych. Kazda
zamiana nukleotydu prowadzi do zmiany kodonu, nie wszystkie substytucje w kodonie
prowadza jednak do zmiany kodowanego aminokwasu. Sktad nukleotydowy sekwencji moze
wigc dopasowaé si¢ czgsciowo do presji mutacyjnej, poniewaz cze¢$¢ podmian nie bedzie
miata znaczenia selekcyjnego, a jednoczes$nie zmniejszy¢ swoja mutabilno$¢ poniewaz w
trakcie ewolucji kodony o krétym okresie pottrwania beda stopniowo zastgpowane przez
kodony mniej mutabilne. Oczywiscie zmiany takie zajda tylko wtedy, jezeli zaakceptuje je
selekcja. O tym, jakie rodzaje podmian sa akceptowalne decyduje sposodb degeneracji kodu
genetycznego.

Przyjmupc hipotez¢ wczesnej stabilizacji kodu genetycznego, mozna przypuszczal, ze to
wlasnie losowo utrwalona struktura kodu genetycznego odegrata decydujaca role w
koewolucji uktadu presja mutacyjna — selekcyjna — genom. Prawdopodobnie to specyfika
degeneracjikodu genetycznego narzucita ustalenie takich, a nie innych parametréw presji
mutacyjnej, ktore wspolgrajac z presja selekcyjna minimalizuja szkodliwy wptyw substytuc;ji
zachodzacych we wspotczesnych genomach (Dudkiewicz i wspolpr. 2004a). Za teza o
przystoswaniu presji mutacyjnej i selekcyjnej do istniejacego kodu §wiadcza dwa fakty: po
pierwsze czgstos¢ wystgpowania aminokwasoOw w bialkach jest skorelowana z liczba
kodonow, jaka dany aminokwas dysponuje w tablicy kodu (King i Jukes 1969)po drugie
najbardzej mutabilne kodony (np. TGG) odpowiadaja aminokwasom najrzadziej
wystepujacym w biatkach, a jednocze$nie najsilniej pilnowanym przez selekcj¢. Aminokwasy
szybko eliminowane przez mutacj¢ (,,uciekajace” z sekwencji, na ktéra dziala asymetryczna
tablica substytucjiTab.4.) takie jak tryptofan lub cysteina, sa jednocze$nie aminokwasami
majacymi duze znaczenie dla struktury biatka. Wida¢ to wyraznie na przykladzie tryptofanu,
ktorego prawdopodobienstwo przezycia pod presja mutacyjna jest bardzo niskie, jest go tez

stosunkowo niewiele w sekwencji, ale jesli juz wystgpuje, jest utrzymywany przez sity
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selekcji. Z kolei aminokwasy wystepujace czgsto i kodowane przez 4 lub 6 kodonow (np.
leucyna) maja niska mutabilnos¢, jest ich duzo w sekwencji, ale nie podlegaja tak wyrazne;j
presji selekcyjnej. Wyniki pozwalajace na wyciagnigcie takich wnioskéw uzyskano droga
symulacji komputerowyckiNowicka i wspétpr. 2003).

Opisywany model ewolucji genomu jest na tyle otwarty, ze stwarza mozliwosci
badania zwiazkéw miedzy presja mutacyjna, selekcyjna a sama sekwencja nukleotydowa
podlegajaca tym procesom. Manipulujac parametrami wejsciowymi mozemy probowaé
uzyska¢ odpowiedzi na wiele nierozstrzygnigtych jeszcze pytan o sprz¢zenia migdzy
poszczegollnymi czynnikami i produktami ewwgi. Taka probg wyjasnienia ukrytych zasad
funkcjonowania podj¢to dla systemu: genom B. burgdorferi/ presja mutacyjn8. burgdorferi
/ uniwersalny kod genetycznpudkiewicz i wspolpr. 2004a). Celem doswiadczenia byto
zbadanie wplywu naruszenia poszczegoélnych elementéw tego ukladu na przezywalnosé
gendw.

Zatozenia doswiadczenia byly bardzo proste. Za punkt odniesienia dla testowanych
wariantow systemu uznano dynamike eliminacji genéw podczas symulacji trwajacej 500
MCS (Monte Carlo Steps), przeprowadzonej na oryginalnych sekwencjach gBnow
burgdorferi z nici wiodacej i opdzniajacej pod presja mutacyjna okreSlona przez tablice
przejs¢ stworzona na podstawie sekwencji miedzygenowych (Tab.4.a.b) (Kowalczuk i
wspotpr. 2001b). Parametrem selekcyjnym, ustalonym podczas przeprowadzania wszystkich
symulacji bedacych podstawa doswiadczenia, bylo zachowanie skladu aminokwasowego
genow z tolerancja 0,3. Opisane powyzej warunki symulacji beda nazywane w dalszej czesci
rozwazan standardowymi. Nastepna symulacje przeprowadzono poddajac oryginalna
sekwencj¢ genow B. burgdorferipres;ji tablicy symetrycznej, czyli takiej, w ktorej wszystkie
przejscia nukleotydowe zachodza z jednakowa czgstoscia. Kolejna symulacja polegala na
poddaniu losowo wygenerowanych sekwencji o dlugosciach odpowiadajacych dtugosciom
genowB. burgdorferioryginalnej presji mutacyjnej. Frakcje poszczegdlnych aminokwasow
w calej sekwencji wygenerowanego genomu byty réwne. Pordwnanie otrzymanych wynikéw
przedstawiono nd&yc.26.i Ryc.27.W obu przypadkéh zmiana spowodowala zwigkszenie
liczby wyeliminowanych przez selekcje gendow, a tym samym zwigkszenie kosztow ewolucji
(eliminacja jednego genu w praktyce oznacza $mier¢ noszacego go organizmu). Nasuwa to
przypuszczenie, ze presja mutacyjna i genom B. burgdorferisa do siebie dopasowane w
sposob, ktory minimalizuje straty wywotane przy danych warunkach selekcji 1
funkcjonujacym kodzie genetycznym. Ostatnia przeprowadzona symulacja miata

odpowiedzie¢ na pytanie o wptyw sposobu degeneracji wspotczesnego kodu genetycznego na
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przezywalnosc genow B. burgdorferi w ,standardowych” warunkach presji mutacyjnej i
selekcyjnej. W tym celu zmodyfikowano wpisana w program tablice kodu w ten sposob, aby
zachowa¢ stopien degeneracji, czyli liczbg i strukture uktadow dwukrotnie i czterokrotnie
zdegenerowanych kodondw, ale zmieni¢ wzorzec przypisania do nich aminokwasow,
zastgpujac jeden rodzaj aminokwasu przez inny o tym samym poziomie degeneracji I tak,
walina kodowana przez cztery kodony mogla by¢ podmieniona np. przez treoning,
dysponujaca takze pelnym boxem. W oparciu o tak takiej zmodyfikowana tablicg kodu
genetycznego wszystkie sekwencje aminokwasoBie burgdorferi zostalty ponownie
przettumaczone na sekwencje nukleotydowe, przy zachowaniu oryginalnego rozktadu
uzywalno$ci kodondw, co oznaczalo, ze dla kazdej pozycji treoniny wylosowano nowe
kodony (np. walinowe) zgodnie z rozktadem prawdopodobienstwa, z jakim pojawiaty si¢ one
w oryginalnym genomieB. burgdorferi Po takiej transformacji genomu kodony zmienity
swoje znmaczenie, ale sklad aminokwasowy sekwencji 1 poziom degeneracji kodu
genetycznego pozostaty niezmienione. Okazalo sig, ze taka modyfikacja prowadzi do wzrostu
liczby gendw eliminowanych podczas symuldgiyc.28) co swiadczy o duzym wptywie nie
tylko poziomu, ale i sposobu degeneracji kodu genetycznego na koszty ewolucji genomu
Czy uklad zlozony z istniejacej sekwencji 1 presji mutacyjnej jest w danych warunkach
selekcyjnych idealnie dopasowany? Czy istnieje sekwencja jeszcze odporniejsza na panujace
warurki presji mutacyjnej? Aby odpowiedzie¢ na to pytanie przeprowadzono symulacje,
podczas ktorej poddawano sekwencje ORFow B. burgdorfericzystej presji mutacyjnej przez
50 000 krokow MC. Otrzymana po zakonczeniu symulacji sekwencj¢ rownowagowa poddano
nastgpnie symulacji w warunkach standardowych. Okazalo si¢, ze doprowadzenie sktadu
sekwencji do stanu réwnowagi z presja mutacyjna wyraznie obniza liczb¢ genow
eliminowanych przez selekcje (Ryc.29) sekwencja kodujaca B. burgdorferimogtaby wigc
mie¢ sktad jeszcze silniej minimalizujacy liczbg potencjalnych substytucji aminokwasowych
przy panujacej presji mutacyjnej, nie osiaga jednak tego optimum. Prawdopodobnie mozna
skonstruowa¢ kod genetyczny bardziej optymalny dla systemu presja mutacyjna / presja
selekcyjna B. burgdorferj trudno jednak przypuszczaé, ze bylby on tak samo
zoptymalizowany w przypadku innych genomow.

Zarbwno presja mutacyjna, jak i sekwenBjaburgdorferimaja charakter asymetryczny. Czy
ta asymetria ma znaczenie dla struktury genomu i eddlnosci, a szczegdlnie dla kosztow

ewolucji sekwencji kodujacych?
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Ryc.26. Poréwnanie liczby genéw eliminowanych przez selekcje w warunkach standardowych (czarne punkty) i
pod wplywem symetrycznej tablicy przejs¢ (szare krzyzyki). (a) — wyniki dla nici wiodacej, (b) — dla nici
opozniajacej
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Ryc.27. Eliminacja genow w przypadku symulacji standardowej (czarne punkty) i symulacji
sekwencja losowa (szare krzyzyki) (a) —dla nici wiodacej (b) — dla opdzniajacej
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Ryc.28. Eliminacja genéw podczas symulacji przeprowadzonej w warunkach standardowych (czarne

kwadraty) i po zmianie sposobu degeneracji kodu genetycznego (szare krzyzyki). (a)- geny z nici

wiodacej (b) — geny z nici opdZniajace;
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Ryc.29. Liczba genéw wyeliminowanych przez selekcje po symulacji przeprowadzonej w warunkach

standardowych dla sekwencji oryginalri®j burgdorferi(czarne punkty) i dla sekwencji r6wnowagowej (szare

krzyzyki). (a) - sekwencje kodujace z nici wiodacej, (b) z nici opdzniajacej
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4.4. Analiza wplywu inwersji polqczonych ze zmianq nici na przeiywalnosé

genow

Inwersje gendw sa uznawane za gtéwny mechanizm ewolucji strukturalnej genomu
bakteryjnego, istnieje jednak szereg czynnikOw ograniczajacych czgsto$¢ takich rearanzacji
(rozdz. 1.8).Obserwowana czgsto$¢ inwersji jest wigc pewnym, osiagnigtym na drodze
ewolucji konsensusem. Inwersje moga prowadzi¢ do zmiany potozenia sekwencji kodujacej z
nici wiodacej] na opdzniajaca lub odwrotnie. Nasuwa si¢ pytanie o skutki takiego
przeniesienia dla przezywalnosci genu. Zmiana nici taczy si¢ z odwrdceniem presji
mutacyjnej dzialajacej na gen. Skonstruowany model ewolucji pozwala na symulacje

warunkoéw odpowiadajacych takiej sytuacji.

4.4.1. Porownanie zachwania si¢ genow w warunkach stabilnej i zmiennej presji mutacyjnej.

Odpowiednikiem inwersji genu byl etap algorytmu, w ktorym dochodzilo do
odwrécenia dzialajacej tablicy substytucji. Jezeli na przyktad do mutacji zostal wytypowany
gen z nici wiodacej, inwersj¢ symulowano przez wprowadzenie substytucji zgodnie z
prawdopodobienstwami przej$¢ wlasciwymi dla nici opdzniajacej. Odwrdcenie tablicy mozna
bylo powtarza¢ co krok lub co zadana liczbg krokow (parametr wolny). Uzyskane wyniki
zebrano ngRyc.30 i 31 (Dudkiewicz i wspolpr. 2003). Pierwsza symulacj¢ trwajaca 1000
krokéw Monte Carlo, przeprowadzono przy presji mutacyjnej 0,01, tolerancji na zmiang
sktadu aminokwasowego rownej 0,3, stosujac stata presje mutacyjng wiasciwa dla danej nici.
Nastgpna symulacje przeprowadzono w identycznych warunkach, zmieniajac tablicg
substytucji co 100 krokow. Kazdy punkt na wykresie (Ryc. 30, 31l)reprezentuje warto$é
srednia wyliczona dla 10 symulacji przeprowadzonych w identycznych warunkach przy
zmieniajacej si¢ liczbie inicjujacej generator liczb losowych. Na osi rzgdnych odtozono czas
symulacji, na osi odcigtych liczbg gendéw eliminowanych przez selekcje w kazdym kroku.
Linia przerywana zaznaczono kolejne zmiany tablicy przejs¢. Szczeg6lna uwage zwraca
zauwazalne obnizenie liczby zabijanych genow w momencie zmiany nici, podczas gdy state
odwroécenie presji wywoluje odwrotny skutek. Wyniki symulacji przeprowadzonej pod presja

wilasciwa dla danej grupy genow i przy odwroconej presji przedstawia (Ryc.32).
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Ryc.32 Tempo eliminacji genow poddawanych presji tablicy wiasciwej dla nici, na ktorej leza (czarne punkty) i
nici przeciwnej (szare punkty). (a) sekwencje z nici wiodacej, (b) —ni¢ opdzniajaca

Wybdr presji mutacyjnej 0,01 byt podyktowany wzgledami natury technicznej, gtownie
dlugos$cia czasu symulacji 1 pojemnos$cia pamigci komputera. Prawdopodobienstwo mutacji
rowne 0,01 odpowiada wyborowi do mutacji co setnego nukleotydu. Tylko co czwarty
nukleotyd z tej puli ulega rzeczywistemu podstawieniu, poniewaz okolo 75% przejsc
zachodzacych zgodnie z tablica substytucji to przejscia tozsamosciowe. Szybkos¢ ewolucji
jest w przypadku tak dobranych warunkow symulacji w przyblizeniu 10° razy wigksza niz w
przyrodzie (spontaniczna czgsto$¢ mutacji zwiazanych z replikacja wynosi 10°w przeliczeniu
na jedna par¢ nukleotydow 1 jeden cykl replikacyjny). Otrzymane wyniki nalezy
przeskalowaé, przyjmujac, ze jeden krok Monte Carlo odpowiada w przyblizeniu 10° cykli

replikacyjnych, a wigc 100 krokoéw symulacyjnych to w naturze 108 pokolen. Obserwowana
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w naturze czgsto$é zjawisk transpozycji w genomach bakteryjnych wynosi wlasnie okoto 107,
Mechanizm transpozycji polega na rekombinacji, co prowadzi czgsto do inwersji fragmentow
DNA. Na Rycinach30 i 31 przedstawiono wyniki symulacji standardowej i symulacji z
presja mutacyjna zmieniajaca si¢ co sto krokoéw. Roéznice w zabijaniu gendw w czasie
symulacji standardowej i symulacji ze zmienng presja mutacyjna, szczegolnie w przypadku
nici op6zniajacej, nie wydaja si¢ duze. Trzeba jednak wzia¢ pod uwage, ze koszty ewolucji
mierzymy catkowita liczba organizmoéw wyeliminowanych w czasie jej trwania, aby
zinterpretowac otrzymane wyniki nalezy skumulowa¢ je w czasie. Rezultaty takiej kumulacji
ukazujeRyc.30.bi Ryc.31.bAby odnies¢ wyniki do rzeczywistosci nalezy takze pamigtaé, ze
kazda podmiana pojedynczego genu odpowiada $mierci jednego organizmu. Obserwowane
roéznice maja wigc w rzeczywistosci duze znaczenie. Rycina 33 pokazuje dynamikg eliminacji
genéow w trakcie symulacji trwajacej 5000 MCS, wystarczajaco diugo, aby sekwencja
osiagneta stan roOwnowagi. Zmiana tablicy zachodzita co 200 krokéw, co zwigkszyto
amplitud¢ wahan liczebnos$ci ,,ofiar ewolucji”. Po okoto 1000 MCS liczba eliminowanych
gendéw nie wzrasta, waha si¢ tylko w pewnym zakresie, wyznaczanym przez czg¢stos¢ zmian

presji mutacyjnej.
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Ryc.33. Znormalizowana liczba gendéw eliminowanych z nici wiodacej (szare kwadraty) i opdZniajacej (czarne
krzyzyki) podczas symulacji trwajacej 5000 krokéw MC. Co 200 MCS zmieniano dzialajaca tablice mutacji na
przeciwna.
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Biorac pod uwagg obserwowane w naturze zwigkszenie dywergencji migdzy ortologami,
ktore w trakcie ewolucji zmienily polozenie na nici, postanowiono sprawdzié, ile substytucji
zaszto w sekwencji ewoluujacej pod zmienna presja mutacyjna. Na Rycinie 34.a.b
przedstawiono jednocze$nie tempo eliminacji genow (o$ yl) i tempo wpadania mutacji (0$
y2), uzyskujac odwrotna korelacj¢. Model nasladuje wigc rzeczywistos¢: po zmianie nici

obserwujemy wzrost czgsto§ci mutacji.
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Ryc.34. Dynamika efhinacji genow i czgsto$ci mutacji w czasie symulacji przeprowadzonej z odwroceniem
presji mutacyjnej co 200 MCS. Na lewej osi odcietych odlozono bezwzgledna liczb¢ wyeliminowanych przez
selekcje w danym kroku gendw, na osi prawej — tempo wpadania mutacjiyli liczbg substytucji na aminokwas
na 1IMCS) (a) ni¢ wiodaca, (b) —ni¢ op6zniajaca
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Uzyskujemy tez nowa informacjg, ktérej nie mogliSmy otrzyma¢ z danych
doswiadczalnych — wzrost dywergencji nie oznacza wzrostu tempa eliminacji genodw,
przeciwnie, mutaej zachodzace po zmianie kierunku presji sa czgSciej akceptowane przez
selekcje, obserwujemy spadek liczby zabijanych genéw i obnizenie kosztéw ewolucji.

Opisywany efekt stwierdzono zaréwno dla zbioru gendéw z nici opdzniajacej, jak i wiodace;.
Jednoczes$nie ksztatt wykresow i relacje migdzy tempem eliminacji gendw pod stata i zmienna
presja mutacyjna sa nieco odmienne dla tych dwoch wyrdznionych zbiorow. Nasuwa to
pytanie, czy poszczegllne grupy gendw rdznia si¢ reakcja na zmiany nici i1 jak dalece

indywidualne jest ich zachowanie.

4.4.2. Analiza wplywu inwersji na wybrane geny.

Sekwencje kodujace biatka rybosomalne, ze wzgledu na ich znaczenie dla
prawidlowego funkcjonowania komorki, sa silnie konserwatywne, leza prawie wylacznie na
nici wiodacej we wszystkich poznanych genomach bakteryjnych, postanowiono wigc
powtdrzy¢ symulacje na wyodrgbnionej grupie 51 gendow rybosomalnych B. burgdorferi
Okazalo sig, ze takze z punktu widzenia wynikow symulacji geny rybosomalne wykazuja
szereg specyficznych cech.

Rycina 35 przedstawia wyniki symulacji przeprowadzonej w warunkach standardowych na
trzech grupach gendéw: genach z nici opdzniajacej, genach rybosomalnych 1 genach z nici
wiodacej bez rybosomalnych. Na wykres naniesiono $rednie frakcje genow eliminowanych
przez slekcj¢ w kazdym kroku symulacji, w kazdej z trzech wyr6znionych grup. Zachowanie
genéw rybosomalnych nie odbiega wyraznie od zachowania pozostalych gendéw z nici
wiodacej. Roznice uwidaczniaja sig, jezeli wezmiemy pod uwage dywergencje tej grupy
genow. Rycina36 ukazuje dywergencje, czyli liczbg zmian aminokwasowych na miejsce, w
analizowanych grupach gendéw. Geny rybosomalne wykazuja najmniejsze tempo dywergencji,
czyli zmieniaja si¢ najmniej w ciagu symulacji. Gromadza wigc najmniejsza liczbg¢ mutacji,
podeas gdy tempo ich eliminacji przez selekcje jest nieco nizsze od wartosci osiaganych
przez pozostate geny. Jaka jest przyczyna ich malej zmienno$ci? Skoro wytlumaczeniem nie
moze by¢ zwigkszona eliminacja przez selekcje substytucji zmieniajacych skiad
aminokwasowy, przyczyna tkwi w mniejszym tempie wpadania mutacji do sekwencji
rybosomalnych. Ilo$¢ substytucji, do ktorych dojdzie w trakcie symulacji zalezy od sktadu
poddawanej presji mutacyjnej sekwencji wejsciowej. Wynika stad, ze sklad gendéw

rybosomalnyh jest dostosowany do presji mutacyjnej, tak, aby koszty ewolucji byly jak
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najmniejsze. Wyniki symulacji potwierdzaja konserwatywny charakter sekwencji
rybosomalnych. Ich konserwatyzm dotyczy jednak nie tylko sekwencji aminokwasowej, ale
takze potozenia na nici, z analiz porOwnawczych genoméw wynika, ze geny rybosomalne
praktycznie nie zmieniaja nici w trakcie ewolucji. Zasadne jest wigc sprawdzenie, jak
zachowaja si¢ podczas symulacji przeprowadzonej ze zmiang tablicy substytucji. Ewolucje
sekwencji rybosomalnych (51 genéw) symulowano przez 1000 MCS w warunkach trzech
réznych presji mutacyjnych: pod presja wlasciwa dla nici wiodacej, opdzniajacej 1 pod presja
zmieniajaca si¢ co krok. Wyniki przedstawiono na Ryc.37.Nie wida¢ istotnych réznic w
eliminacji gnow, niezaleznie od dziatajacej presji. Geny rybosomalne we wszystkich
przypadkach eliminowane byly w podobnym tempie. Dlaczego wigc nie obserwujemy
inwersji tych gendw, skoro wydaja si¢ one nie mie¢ wpltywu na ich przezywalnos$¢?
Prawdopodobnie sa za to odpowiedzialne mechanizmy selekcyjne zalezne od potozenia genu

na chromosomie, szczegdlnie te zwiazane z transkrypcja. Transkrypcja genu, ktorego sens

lezy na nici wiodacej odbywa si¢ w kierunku zgodnym z ruchem widelek replikacyjnych.
Prawdopodobnie nastgpstwa spotkania si¢ kompleksow replikacyjnego i transkrypcyjnego nie

sa az tak powazne, jak w przypadku zderzenia czotowego, do ktoérego moze dojs¢, jesli
transkrypcja postepuje w kierunku przeciwnym do ruchu widetek replikacyjnych. Kolizja

.head to head” komplekséw enzymatycznych prowadzi do dysocjacji biatek i przerwania

obu procesow.

Réznice w zachowaniu si¢ genéw podzielonych na trzy grupy sklaniaja do
zastanowienia si¢ nad pytaniem o wiasciwosci poszczegdlnych sekwencji kodujacych. Nie
wszystkie sekwerje preferuja t¢ sama czgstos¢ zmiany tablicy, nie dla wszystkich koszt
inwersji jest taki sam. Aby sprawdzi¢ reakcje pojedynczych sekwencji na zmiany presji
mutacyjnej wybrano cztery sekwencje o réznych dlugos$ciach, trzy z nici wiodacej 1 jedna z
nici opdzniajacej. Do symulacji wybrano dwa geny z tej samej nici o réznych funkcjach 1
réznej istotnosci (gen adaptacyjny - acrB, warunkujacy oporno$¢ na akryflawing i gen
niezbedny do przezycia komoérki — rpoB, podjednostka B polimerazy RNA) i dwie sekwencje
0 hieokreslonej funkcji (regiony przypuszczalnie kodujace: BB0806 i BB0O0OOPlezace na
przeciwnych niciach(Dudkiewicz i wspdolpr. 2004b). Wymienione sekwencje poddano
symulacji w warunkach okreslonych przez osiem réznych uktadéw zmian tablicy mutacyjne;.
Wszystke symulacje trwaly po 500 MCS. Dwie pierwsze przeprowadzono bez zmiany
tablicy (w warunkach standardowych i przy odwrdconej presji), nastgpne sze$¢ przy zmianach
tablicy zachodzacych z okreslong czgstoscia. Wzigto pod uwage nastgpujace uktady zmian
tablicy:
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1/1- zmiana tablicy nastgpowata w kazdym kroku, sekwencja potowe czasu symulacji
,»Spedzala” na wilasnej nici, polowg na przeciwnej

1/2 —po jednym kroku symulacji pod wptywem tablicy wtasciwej dla genu nastgpowaty dwa
kroki pod presja tablicy przeciwnej, sekwencja spedzata wigc dwa razy wigcej czasu na nici
przeciwnej, niz na wlasnej

2/1 —sytuacja odwrotna, po dwoch krokach pod wiasna presja, nastgpowat jeden krok pod
presja odwrdoconej tablicy, w tym wypadku sekwencja przebywata dwa razy dtuzej na wilasnej
nici

Podobnie nalezy rozumie¢ zapisy: 5/1, 10/1 1 1/20. W trakcie symulacji zmieniala si¢ nie
tylko czgsto$¢ zmian tablicy, ale tez czas pozostawania na danej nici. Jak wida¢ na Ryc. 38.
kazdy z przedstawionych gendéw ma inne preferencje co do czgstosci inwersji i czasu
pozostawania pod wplywem danej presji mutacyjnej.

Nasuwa si¢ pytanie o przyczyng pozytywnego wpltywu inwersji potaczonych ze zmiana
polozenia na nici na przezywalno$¢ gendéw. Czy taka reakcja na inwersj¢ jest wiasciwoscia
tylko sekwencji kodjacych, czy tez wykazuja ja wszystkie sekwencje asymetryczne?

Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, postanowiono sprawdzi¢, jak zareaguje na odwrdcenie
tablicy sekwencja genéw doprowadzonych do stanu réwnowagi z presja mutacyjna, czyli
sekwencja skrajnie asymngczna, ktora stracita wigkszos¢ kodowanej informacji. Rycina 39
przedstawia wyniki dwoch symulacji, ktérym poddano taka roéwnowagowa sekwencje,
pierwsza przeprowadzono w warunkach standardowych, druga — przy zmiennej presji
mutacyjnej (schemat zmian: 1/1)Inwersje, zamiast obnizy¢, zwigkszyly liczbe
wyeliminowanych przez selekcj¢ gendw. Mozna stad wyciagnaé wniosek, ze oprocz asymetrii
sktadu na przezywalnos¢ genéw w warunkach zmiennej presji mutacyjnej istotny wptyw maja
ich wlasciwosci zwiazane z kodowaniem biatek. Kazdy gen zdaje si¢ osiaga¢ wlasciwy sobie
optymalny sktad, ktory moze regulowac przez zmiany polozenia na nici. Ten optymalny skiad
jest oczywiscie skutkiem dlugotrwatej selekcji.

Otrzymane wyniki potwierdzaja tezg, ze genom bakteryjny jest wysoce zorganizowanym
systemem, ktdrego funkcjonalne elementglewencje kodujace, przystosowuja si¢ w trakcie
ewolucji do warunkéw presji mutacyjnej rdznicujacych loci chromosomu. Sktad
nukleotydowy sekwencji kodujacych jest wypadkowa dziatania kierunkowej presji
mutacyjnej 1 sil selekcji. Istnienie na chromosomie dwoéch stref poddanych przeciwstawnie
dzialajacym presjom mutacyjnym umozliwia genom odwrdcenie trendow pojawiajacych sig
w ich skladzie nukleotydowym pod wplywem kierunkowej presji. Konsekwencja dtugiego

pozostawania na jednej nici jest poglebiajaca si¢ asymetria sktadu sekwencji, ktéra nie moze
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jednak osiagna¢ maksimum wyznaczonego przez sktad rownowagowy, ze wzgledu na bariery
selekcyjne. Akceptowane w czasie ewolucji mutacje zmieniaja stopniowo sktad sekwencji w
kierunku wyznaczonym przez kierunek dziatania presji mutacyjnej. Zgromadzone mutacje
przesuwaja sklad sekwencji w strong okreslonej granicy tolerancji na zmiany skladu
aminokwasowego. Gen znajdujacy si¢ na granicy tolerancji jest narazony na jej
przekroczenie, kazda nastgpna substytucja moze okazaé si¢ nieakceptowalna, co powoduje
eliminacj¢ genu (w naturze oznacza to $mier¢ organizmu). Zmiana polozenia na nici, a tym
samym odwrocenie kierunku presji mutacyjnej nie dopuszcza do przekroczenia granicy
tolerancji, a moze doprowadzi¢ do pojawienia si¢ rewersji i supresji wewnatrzgenowych.
Inwersje polaczone ze zmiang polozenia na nici moga by¢ skutecznym mechanizmem obrony
przed szkodliwym wptywem kierunkowej presji mutacyjnej. Jest to mechanizm
charakterystyczny dla asymetrycznych genoméw prokariotycznych. W genomach
eukariotycznych jest kilka miejsc inicjacji replikacji, wlaczanych i dziatajacych w réznym
czasie, niekiedy ze sporymi opdznieniami. Dany gen moze by¢ w jednym cyklu replikowany
W sposob wiodacy, a w nastgpnym — opoOzniajacy, presja mutacyjna jest wigc z definicji
zmienna, nie obserwuje si¢ zwiazanej z replikacja asymetrii sktadu nukleotydowego. Migdzy
sasiednimi miejscami inicjacji replikacji tworzy si¢ jednak pewien gradient zmiennosci presji:
im blizej eukariotycznego ORI znajduje si¢ sekwencja, tym wigksze ma szanse na stabilne
warunki replikacji, im lezy dalej, tym bardziej zmiennej presji mutacyjnej podlega. Czy
sekwencje eukariotyczne maja mozliwo$¢ regulacji kierunku presji, ktéra na nie oddziatuje?
By¢ moze alternatywa dla inwersji w genomach eukariotycznych sa sekwencje
migdzygenowe, ktére stanowia znaczny procent ich skiadu i moga si¢ przemieszczac,
zmieniajac jednoczesnie odleglos¢ sekwencji kodujacych od miejsc inicjacji replikacii.

Stworzony model ewolucji sekwencji prokariotycznych pod zmienng presja mutacyjna
pomoégt odpowiedzie¢ na pytanie o przyczyng zwigkszonej dywergencji obserwowanej
migdzy ortologami pochodzacymi z blisko spokrewnionych genomoéw, ktore zmienity
polozenie na nici w trakcie ewolucji. Zwigkszona dywergencja $wiadczy w tym przypadku o
zwigkszonym tempie mutacji, ktore nie jest jednak potaczone ze zwigkszona eliminacja
genow, ale ze wzrostem liczby mutacji zaakceptowanych.

Opisany model ewolucji opierai¢ na autentycznych, wyliczonych na podstawie
rzeczywistych sekwencji tablicach przej$¢ mutacyjnych, takze parametr selekcji oszacowano,
korzystajac z autentycznych sekwencji. Tworzac algorytm starano si¢ uwzgledni¢ jak
najwigcej przestanek biologicznych, wykorzystujac dostgpne dane i zminimalizowaé liczbe

parametréw wymagajacych arbitralnego ustalenia. O biologicznej wiarygodno$ci tak
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skonstruowanego modelu moze §wiadczy¢ wysoki wspoétczynnik korelacji (ok. 0,7) uzyskany

dla tablic PAM1 obliczonych na pdstawie sekwencji uzyskanych droga symulacji i

oryginalnych tablic PAMI. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wnioskowaé, ze

asymetria obserwowana w skladzie sekwencji prokariotycznych ma o wiele wigksze

znaczenie dla ewolucji genomu niz przypuszczano. Asymetryczna presja mutacyjna generuje

asymetri¢ sekwencji nukleotydowej. Razem tworza one bilansujacy si¢ 1 ulegajacy

optymalizacji uktad, ktéry umozliwia obnizenie kosztow ewolucji.
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Ryc.35. Znormalizowane tempo eliminacgngw nalezacych do trzech réznych grup podczas 1000 krokow
symulacji przeprowadzanej w warunkach standardowych. Szara przerywana linia- sekwencje rybosomalne,
czarna linia -sekwencje z nici op6zniajacej, szara ciagla linia - sekwencje z nici wiodacej poza rybosomalnymi.

Na osi y odtozono znormalizowana przez liczebnos¢ danej grupy liczbe gendw podmienionych w danym kroku

MC.
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Ryc.36. Dywergencja mierzona iloscia zmian aminokwasowych na miejsce w pordwnaniu do sekwencji
wejsciowej w grupie genow rybosomalnych (szara, pogrubiona linia), genow z nici op6Zniajacej (czarna linia) i
wszystkich gendw z nici wiodacej poza rybosomalnymi (szara, cienka linia). Na osi x — czas symulacji w MCS
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Ryc.37. Eliminacja genow rybosomalnych podczas symulacji przeprowadzonychuwkaein standardowych
(czarne krzyzyki), pod presja mutacyjna wlasciwa dla nici opdzniajacej (szare krzyzyki) i w warunkach zmiennej
presji (zmiana tablicy nastepowata co krok - szare kwadraty).
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Ryc.38. Eliminacja czterech réznych sekwencji w réznych warunkach presji mutacyjnej. Na osiach y odtozono
zakumulowane liczby gendéw podmienionych w czasie o$miu symulacji, ktérych warunki opisano w legendzie
(patrz: tekst str. 70-71ha osiach x -€zas symulacji. (a) BB0806 (ni¢ wiodaca) (b) (acrB) (ni¢ wiodaca) (c)
BB0009 (ni¢ opdzniajaca) (d) (rpoB) (ni¢ wiodaca).
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Ryc.39. Eliminacja sekwencji genéw doprowadzonych do stanu réwnowagi z presja mutacyjng w warunkach
symulaji standardowej (szara linia) i podczas symulacji ze zmienna presjg mutacyjng (czarna linia). (a) ni¢
wiodaca (b) ni¢ opdzniajaca
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5. WNIOSKI

0 symetryzacja presji mutacyjnej lub sktadu aminokwasowego sekwencji kodujacych
powoduje wzrost tempa eliminacji genéw w poréwnaniu do oryginalnej,
asymetrycznej tablicy przejs¢ i oryginalnego sktadu

0 presja mutacyjna i presja selekcyjna w danym genomie ulegaja optymalizacji w
warunkach kodowania narzuconych przez istniejacy kod genetyczny

0 stala zamiana presji mutacyjnej, pod ktérej wplywem pozostaje gen na presje
wlasciwa dla nici przeciwnej powoduje wyrazny wzrost liczby genéw eliminowanych
przez selekcje

0 okresowe inwersje genéw potaczone ze zmianag nici wywotuja obnizenie tempa ich
eliminacji przez seleke

0 inwersje zachodzace w czasie ewolucji sekwencji ortologicznych powoduja wzrost
dywergencji migdzy nimi, poniewaz wzrost czgstosci mutacji wpadajacych i obnizenie
tempa eliminacji mutacji powoduje zwigkszenie liczby akumulowanych substytucji.

0 wplyw inwersji na geny rybosomalne jest niewielki, ich konserwatywne potozenie
nalezy tlumaczy¢ przyczynami innymi niz bezposredni wplyw inwersji na tempo
mutacji

0 poszczegolne geny rdznia si¢ preferowang czgstoscia inwersji i czasem pozostawania
pod wptywem danej presji

0 asymetryczna presja mutacyjna jest mechanizmem zmniejszajacym koszty ewolucji

genomu prokariotycznego

79



ANEKS

80



6.1. Zasady symulacji Monte Carlo

Wyniki komputerowych symulacji opgch na generowaniu liczb losowych zostaty
opublikowane po raz pierwszy w latach czterdziestych naszego \(Wdmopolis i Ulam

1949). Wykonanie instrukcji algorytmu programu symulacyjnego opartego na tej metodzie

jest uzaleznione od liczby r losowanej z zakresu od 0 do 1. Jezeli liczba r jest mniejsza niz
ustalone w programie prawdopodobienstwo p, p¢tla instrukcji jest wykonywana, jezeli p <r
program pozostaje w stanie wejsciowym. Najprostsza metoda generowania liczb losowych
jest mnozenie reszty utamkowej liczby inicjujacej generator przez pewna warto$¢ (Dudek
1992). Glownym wymaganiem metody jest mozliwo$¢ opisania symulowanego uktadu
konkretna funkcja rozkltadu prawdopodobienstwa, mozemy wtedy nasladowaé wybrany
system przez losowe typowanie zmiennycBpeniajacych  zadana  funkcje.
(http://csepl.phy.ornl.gov/imc/nodel.htmlgnymi stowy na wyjsciu otrzymujemy szereg
wynikéw, ktore beda obrazowaly zachowanie si¢ naszego uktadu w pewnym odcinku czasu

Oczywiscie takie strzelanie na oslep do rozktadu prawdopodobienstwa wymaga pociskow,
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czyli generowanych losowo liczb z przedzialu od zera do jedynki. Zasadg¢ dziatania
najprostszego generatora liczb losowych opisano ponizej. Metoda Monte Carlo w
przeciwienstwie do konwencjonalnych metod numerycznych nie wymaga znajomosci
doktadnych réwnan rozniczkowych opisujacych uktad, symulacja zjawisk stochastycznych
wymaga tylko znajomosci zasad statystyki.
Program do symulacji metoda Monte Carlo powinien posiada¢ kilka podstawowych
elementow:
» po pierwsze —funkcje rozktadu prawdopodobienstwa dla modelowanego uktadu
(fizyczny, biologiczny lub matematyczny system musi by¢ opisany zbiorem funkcji pdf)
» po drugie —generator liczb losowych, zrodto zbioru liczb losowych z przedziatu [0,1]
* po trzecie okreslona regul¢ typowania zmiennych z daneg@df (probability density
function) (sampling rule)
* po czwarte wreszcie -—algorytm opisujacy sposOb oznaczania 1 interpretacji
otrzymywanych wynikow.
Oczywi$cie program powinien mie¢ takze okreslony sposdb oceny biedu statystycznego i
metod; redukcji wariancji.
Rycina 40 przedstawia schemat modelowania zachowania Stonca jako uktadu fizycznego za
pomoca symulacji typu MC Podstawowym wymaganiem metody jest znajomo$¢ krzywej
rozktadu prawdopodobienstwa dla uktadu (moze to by¢ zbior funkcji, jezeli chcemy
modelowac¢ rozne aspekty zachowania sig¢ systemu, np. fluktuacje wiatru stonecznego, zmiany
wielko$ci promieniowania, ewolucj¢ Stonca jako zrddia energii itp.). Nastgpnym warunkiem
jest wygenerowanie zbioru liczb losowych z zakresu 0-1, ktérenp@wiy¢ w tym przedziale
roztozone rownomiernie. Taka liczba losowa ,,trafia” albo powyzej albo ponizej krzywej pdf.
Zaleznie od tego program wykonuje okreslony algorytm 1 uzyskujemy pewna wartos¢
wyjsciowa. Otrzymane wyniki musza by¢ odpowiednio oznaczone w programie, od tego
zalezy ich poprawna interpretacja.
Opisany modul wprowadza losowy rozklad zdarzen, ktéry moze by¢ punktem wyjscia
dowolnego typu symulacji. Zastosowanie symulacji w badaniach biologicznych ma niezbyt
dluga, lecz cickawa historie. Podejmowane do tej pory proby wykorzystania metod
informatycznych i1 symulacyjnych do lepszego poznania proceséw ewolucyjnych mozna
podzieli¢ na trzy grupy. Do pierwszej zaliczamy symulacje prowadzace do powstania
ztozonych silikonowych $wiatow, bedacych rodzajem alternatywnych ekosysteméw. Prawa
rzadzace ich rozwojem wykazuja niejednokrotnie zadziwiajaca zbiezno$¢ ze znanym nam

swiatem ozywionym (Coveney, Highfield 1997Druga grupa sa symulacje, ktore traktuja
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zasady ewolucji jako narzgdzie pozwalajace na otrzymanie pozadanego rozwigzania, czyli
tzw. algorytmy genetyczne(Holland, 1975). Wreszcie trzecia grupa sa symulacje
wprowadzajace pewne wstepne parametry zaczerpnigte z danych do$wiadczalnych 1
obserwacji przyrody, aby obserwowa¢ zachowanie si¢ uktadow jak najbardziej zblizonych do
naturalnych i budowa¢ modele nasladujace ich rzeczywista ewolucj¢ (Ausloos i wspotpr.
1997; Kowalczuk 2001b).

Opisana w ponizsze] pracy symulacja 1 jej wyniki naleza do grupy trzeciej. Metody
komputerowe, mozliwo$¢ generowania zdarzen losowych sa traktowane jako narzedzie

pozwalajace na lepsze poznanie zasad rzadzacych ewolucja genomow.

Generator liczb losowych

system fizyczny

y B

funkcje rozktadu
prawdopodobienstwa
opisujgce system

Promieniowanie, fluktuacje
energii, ewolucja Stonca

Ryc.40. Schemat algorytmu typu Monte Carlopunkty nad i pod krzywa rozkladu prawdopodobienistwa
obrazuja efekty kolejnych losowan.
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» Niczym nie da sie tak wymodelowad rzutow kosciq, jak tylko rzutami innej kostki”

Stanistaw Lem: ,Filozofia przypadku”

6.2. Rola symulacji komputerowych we wspdlczesnej nauce

Dzigki rozwojowi technik komputerowych metodologia dzisiejszej nauki wzbogacita
si¢ o wiele zupelnie nowych, a utatwiajacych i przyspieszajacych prace narzedzi, takich jak
programy obliczeniowe, analityczne i symulacyjne. O ile o pozytku z tych zdobyczy postepu
nie trzeba przekonywaé¢ matematykow czy fizykow, o tyle biologowie odnosza si¢ do nich ze
spora doza nieufnosci.

»Jedna z wazniejszych metod odstaniania zasad 1 zaleznos$ci istotnych w przyrodzie
jest konstruowanie metafor rzeczywistego $wiata, w ktorych oszalamiajace komplikacje
mikroskopowezostaja poswigcone w celu zrozumienia ogdlnego obrazu, mowiac krotko
chodzi o znalezienie sposobu, aby dojrze¢ las, a nie tylko pojedyncze drzewa. Takie
przenosnie moga zilustrowaé, jak ztozonos$¢ lasu wynika ze splatania drzew, krzewow i
poszycia’ ten ob&ry cytat z ksiazki ,,Granice ztozonosci” P. Coveney’a i R. Highficlda

(1997) streszcza powody konstruowania uproszczonych modeli zlozonych zjawisk
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przyrodniczych. Celem uproszczen, wedhug wielu tradycyjnych biologéw zawsze zbyt daleko
posunigtych, jest odrzucenie szczeg6low, ktore zaciemniaja obraz ogdlnych praw rzadzacych
zjawiskami. Prawidlowo skonstruowany i dziatajacy model nie moze mie¢ zbyt wielu

parametréw, gdyz wigkszo§¢ z nich z konieczno$ci bylaby wprowadzana arbitralnie.

Modelowanie komputerowe polega raczej na ograniczaniu liczby parametréw,

uniemozliwi¢ manipulacj¢ wynikami, ktore powinny by¢ konsekwencja wewngtrznych, nie
narzuconych przez eksperymentatora, regul i powiazan tworzacych si¢ w miar¢ wzrastania
poziomu ztozono$ci systemu. Takie podejscie jest zgodne z rozwijajaca si¢ ostatnio teorig
systemOw 1 teoria zlozono$ci, w $wietle ktorych zycie jest jedna z postaci zlozonego,
podlegajacego ewolucji systemu, rzadza nim wigc te same zasady, ktore rzadza procesami
narastania krysztatow, ferromagnetyzmu, czy zachowaniem si¢ gazow i1 mieszanin.
Wymienione wrozdz. 6.1rodzaje zastosowan symulacji komputerowych roéznia si¢
sposobem traktowania i wprowadzania parametru selekcji. W przypadku sztucznych swiatow
generowanychin silico brak selekdj narzuconej z zewnatrz, ,,organizmy” walcza o
przetrwanie konkurujac o zasoby pamigci i czas procesora. W algorytmach genetycznych

selekcja spelnia role utylitarna, zwycigza ten, kto najlepiej spelnia wyznaczone zadanie.

aby

Wreszcie w trzeciej grupie symulacji warunki selekcji narzuca przyroda (np. kryterium

zachowania funkcji biatka).

Mnogos$¢ silikonowych $wiatdw, ktore mozna obserwowac za posrednictwem internetu, jest
ogromna, cho¢ daleko jej jeszcze do biordznorodnosci. Warto przyblizy¢ chociaz niektére z
nich.

Jedna z wczesniejszych prob symulowania ewolucji w komputerze byt projekt ,,Biomorfy” R.
Dawkinsa. Zasady do$wiadczenia byty bardzo proste, kazdy ,,biomorf” byt kodowany przez
zespol dziewigciu genow okreslajacych kierunek, dtugosé 1 glgbokos¢ rozgatezien gtdéwnego
pnia. Liczba mozliwych kombinacji siegata 5* 10 **. Poczatkowo celem byto wygenerowanie
ksztattu drzewa, przy czym jedynym $rodkiem jego osiagnig¢cia byto dychotomiczne
rozgalgzianie wyjsciowego pnia. W kazdej iteracji powstawaly dwie nowe galezie, do
nastgpnego kroku przechodzit ksztalt wybrany przez obserwatora, ktdérego oko pehito rolg

naturalnej selekcji. Ostateczny wynik przekroczyt oczekiwania, Dawkins otrzymat

zadziwiajace spektrum fraktalnych bio-form: od ,samolotow: przez ,owady”, ,nietoperze”,

»pajaki” po roznego rodzaju ,,drzewa”(Dawkins 1996).
Znanym od dawna fenomenem samoorganizacji sa tzw. automaty komorkowe (Cellular
Automata -CA). Poczatki ich historii siggaja lat 40-tych —badan S. Ulama i idei kinematonu

von Neumana. Swoj roz\yo popularnos¢ zawdzigczaja jednak znanej wsrod intelektualistow
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lat 70-tych grze J. H. Conway’a nazwanej po prog&ame of Life” (Coveney i Highfield
1997). Reguly gry byly bardzo proste. Podstawa byla dwuwymiarowa siatka zlozona z
komérek o dwoch dopuszalnych stanach: ON i OFF. Kazda komorka miata o$miu
sasiadow, od ktorych zalezat jej stan. Tym prostym uktadem rzadzity proste zasady:
* jezeli komodrka jest wylaczona (nieozywiona) 1 ma trzech ,,zywych” sasiadow, bedzie
wlaczona w nastgpnym kroku
* jezeli komorka ,,zyje” i ma dwoch lub trzech ,,zywych” sasiadow, pozostanie wlaczona w
kolejnym kroku
* jezeli komoérka nie ma zadnych lub ma tylko jednego wiaczonego sasiada, nie przezyje
nast¢pnego kroku.
W ten sposob z uktadu komoérek na siatce powstawal automat, ktory generowal
niepowtarzalne wzory odzwierciedlajace trzy mozliwe sytuacje: zanik ozywionych komorek ,
czyli wymarcie ,,zycia”, zachowanie stanu ,still life”, czyli zamrozenie automatu na pewnym
etapie ewolucji oraz powstanie oscylatorow i1 samoreplikujacych si¢ wzorow. Dzigki
automatom komérkowym po raz pierwszy zaobserwowansilico zjawisko emergencji —
catos¢ okazata si¢ czym$ wigcej, niz tylko suma czesci sktadowych, migdzy kolejnymi
poziomami organizacji wytworzyta si¢ luka jakosciowa (Gutowitz 1991).Dowodem na to
byly zadziwiajace struktury wytwarzane przez automaty komorkowe, czyli szybowce —
propagujace si¢ wzdluz jednej prostej samoreplikujace si¢ ksztalty oraz oscylatory —
powtarzajace si¢ co pewien okres uktady komorek. Automaty komorkowe mozna podzieli¢ na
cztery klasy, w zalezno$ci od stadium, ktore osiagaja po pewnym czasie (Wolfram 1986).
Ewolucja klasy | prowadzi do homogenizacji struktury automatu, w wyniku ewolucji CA
klasy II powstaja proste periodyczne struktury. Automaty klasy III po pewnym czasie
osiagaja stan chaotyczny, i w koncu na drodze ewolucji CA klasy IV powstaja kompleksowe,
niepowtarzalne struktury, bogactwem form przypominajace Zycie. Automaty komodrkowe
znalazly zastosowanie w tak roznorodnych dziedzinach jak: modelowanie zachowania si¢
gazow, zjawisk ferromagnetyzmu, proceséw perkolacyjnych, przewidywanie propagacji
pozarow lasow, rozwoju komplekséw urbanistycznych, modelowanie proceséw krystalizacji a
nawet generowanie obrazow 1 tworzenie grafiki komputerowej. Modyfikacja
dwuwymiarowych CA sa automaty jednowymiarowe — drugi wymiar plaszczyzny
reprezentuje czas, mozna wigc obserwowaé dynamike takiego automatu w czasie,
dostrzegajac, ze historia jego ,zycia” ma struktur¢ fraktalna. Inne modyfikacje
dwuwymiarowych automatéw polegana manipulacji iloscia znaczacych komorek, iloscia

dopuszczalnych stanow lub waga dla poszczegolnych sasiadow (Langton 1989).
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W miar¢ rozwoju informatyki pojawiaty si¢ nowe systemy algorytmow nasladujace zycie
organiczne. Jednym z ciekawszych byt prosty symulator M. Ray'dlierra. Tierra to sztuczny
system samoadaptacyjny, stworzony w jezyku programowania opartym o pewna liczbg
wymienialnych (alternatywnych) instrukcji, analogicznych do aminokwaséw w kodzie
genetycznym. Kazda instrukcja byla pigciobitowym ciagiem. Zmiana jednego bitu
powodowata tranzycje¢ jednej instrukcji w inna tej samej grupy, a nie jej bezposrednie
zniszczenigRay 1992, Adami 1995liagi kodow instrukcji spetniaty rolg DNA, przy czym
istnial pewien minimalny ciag konieczny do przetrwania i powielenia si¢ w pamigci
komputera. Najciekawszym wynikiem otrzymanym po pewnym czasie swobodnej ewolucji
byto samorzutne powstanie populacji pasozytow, czyli algorytméw o ciagu instrukcji
krotszym od minimalnego, ktore potrafity wykorzysta¢ do autoreplikacji fragmenty kodow
programow —gospodarzy. Co jeszcze ciekawsze, nastgpnym stadium ewolucji symulatora
byto pojawienie si¢ populacji algorytmoéw odpornych na pasozyty, ktéra w koncu wygrata
ewolucyjny ,,wysScig zbrojen” i opanowata CPU komputera.

Rozwini¢gciem jednowymiarowego schematu Tierry byl system Plateau Maley'a.
Dwuwymiarowa plaszczyzng zamieszkiwaly Loopy, czyli petlasy, stworzenia sktadajace si¢ z
koncentrycznych petli instrukcji. Takze i tu pojawita si¢ cata réznorodnos¢ form, w tym takze
pasayty. Inna modyfikacja Tierry byt model C-zoo Skippera -dwuwymiarowa ptaszczyzne
rozpigto tym razem na torusie, przez ktoéry maszerowal szereg ,,mrowek” szukajacych
pozywienia. Kazda mrowka byta zbiorem czterech komodrek zawierajacych trzydzieSci dwie
instrukcje. W miejscu gdzie spotykaty si¢ dwie ,,mrowki” dochodzito do konkurencji i walki
o byt. Proste w zalozeniu modele zaowocowaty nadzwyczaj bogata menazeria zachowan i
form. Bardziej skomplikowane proby organizacji sztucznego zycia, jak na przyklad projekt
E-den doprowadzity raczej do uproszczen. E-dento zaprogramowana w pamigci komputera
siatka zamieszkiwana przez stworzenia obrazowane przez ciagi cyfr od 0 do 9 (0 — prdznia, 1-
9 materia: atomy ozywione i nieozywione). Kazdy atom miat fadunek, energi¢ i kolor, jesli
byt ozywiony, takze funkcj¢. Kazdy organizm ztozony z atoméw mial swdj genom, ciag cyfr
okreslajacy jego konstrukcje 1 funkcje. Sztuczne organizmy mialy tu ogromne,
nieporownywalne ze $wiatem Tierry mozliwosci — mogly si¢ porusza¢, zmienia¢ ksztalt,
rozmnazaé si¢, pobiera¢ pozywienie, przekazywac sygnaly, konkurowaé i kooperowac.
Wyniki ewolucji tak zlozonego systemu okazaty si¢ jednak nadzwyczaj skromne w
porownaniu do tak ogromnego potencjalu roznorodnych zachowan. Najbardziej
wyrafinowane érmy ,,zycia” w E-deniemiaty posta¢ kolonii organizmoéw, zblizonych trochg

do kolonii bakteryjnych, nie przejawialy jednak zadnych ciekawych zachowan. Symulacje
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odegraly wazna rolg takze w modelowaniu zachowan wyzszych organizméw. Najprostsze
symulatory nasladujace zachowania zywych stworzen, tzw. boidy C. Reynoldsa, doskonale
oddawaly zjawiska grupowania i rozpraszania si¢ organizméw. Podobne zalozenia lezaty u
podstaw modellA-Quarium w ktorym kazda ,,ryba”, modelowana przez osobny algorytm,
starata si¢ ptyna¢ blisko sasiada, jezeli nalezat do tego samego gatunku, a uciekaé, gdy
reprezentowal inny gatunek. Zachowanie calego A-Quarium bylo ztozeniem zachowan
poszczeg6lnych ,ryb”. Bardziej skomplikowany model zachowania si¢ ryb stworzyt D.
Terzopoulos. Kazda wirtualng rybg opisal przez indywidualny program komputerowy
stanowiacy czes¢ wigkszego programu generujacego prosty podmorski ekosystem. ,,Ryby”,
wyposazone w dopracowana graficznie ,.cielesna powloke”, uczyly si¢ ptywac droga
drobnych, adaptacyjnych zmianw algorytmie. W miar¢ uptywu czasu wzrastata
kompleksowos¢ ich zachowan: tworzyly tawice, robily uniki, rozpraszaly sig, a nawet
wytworzyly zachowania godowe. Mézgiem sztucznej ryby byla sie¢ neuronowa, co pozwolito
im na nauke i stopniowa komplikacj¢ zachowan.

Symulacje komputerowe umozliwiaja nie tylko modelowanie behawioru zwierzat, ale takze
wzrostu ro$lin. Stworzeniu wirtualnych roslin stluzyly L-systemylLindenmayera. Celem bylo
opracowanie formalnego, matematycznego modelu wzrostu ro$lin, opartego na metodach
zblizonych do regut gramatycznych, ktéorymi postuguja sig lingwisci przy rozbiorze zdan.
Organizm ro$linny zostal przedstawiony w postaci tancucha symboli oznaczajacych
poszczegodlne moduty (lis¢, ogonek, pak). Efekt wzrostu uzyskano przez manipulacj¢ tymi
symbolami w trakcie stosowania odpowiedniego algorytmu. Nawet proste zbiory regul
doprowadzily do powstania ,roslin”, ktére wygladaty jak paprocie, bzy czy astry
(Prusinkiewicz i Lindenmayer 1990).

Jednym z najnowszych i jednoczesnie najbardziej skomplikowanych symulatorow jest projekt
Framestick Jest to rozbudowany system sktadajacy si¢ z trojwymiarowej, mechanicznej
symulacji sztucznego $§wiata (modut Mechastick oraz organizméw posiadajacych okreslony
genotyp i fenotyp, sterowanych przez siesimnowe i zaopatrzonych w petle przetwarzania
bodZzcoéw. Symulator dozwala na parametryzacje wigkszosci operacji, wlasciwosci
srodowiska, zasad symulacji 1 ewolucji systemu, umozliwia wigc obserwacj¢ zarowno
ewolucji otwartej, jak i ukierunkowanej. Dodatkowaleta jest efektowny interfejs graficzny
pozwalajacy na tworzenie krotkich filmow ,z zycia FramestickdwW, zamieszczanych na
stronach www. Wobec tak wielkiej liczby wprowadzanych z zewnatrz parametréw model jest
raczej rodzajem efektownej gry w zycie niz naukowa symulacja. Podstawowy modut budowy

»Framestickd to patykowate odndze, ktore moze ulec specjalizacji w kierunku odbioru
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bodzcow, zwigkszonej wytrzymato$¢é, szybkosci itd. Moduly te buduja stworzenia
przybierajace w trakcie ewolucji formy przypominajace meduzy, skorpiony, weze,
pseudoryby itd.

Na koniec warto wspomnie¢ o regutach rzadzacych algorytmami genetycznymi. Poczatki tej
metody optymalizacyjnej siggaja lat 60-tych, kiedy J. Holland ogtlosil jej podstawowe
zatozenia (Holland 1975). Zgodnie z nini pula genetyczna duzej populacji zawiera
potencjalne rozwiazanie kazdego problemu adaptacyjnego. Jest ono jednak poczatkowo
nieaktywne, poniewaz potrzebne do jego utworzenie geny sa rozproszone w populacji. Aby
powstato rozwiagzanie, optymalna kombinacja gendéw musi spotka¢ si¢ w tym samym
osobniku. Aby do tego doprowadzi¢, nalezy zakodowac problem i jego rozwiazania w postaci
ciagdw binarnych, a nastgpnie wygenerowaé losowa populacjg, ktérej pula genetyczna
reprezentowataby grupe mozliwych rozwiazan problemu. Nastgpnie nalezy przypisac ,,finess”
kazdemu wygenerowanemu osobnikowi. Jej warto§¢ powinna by¢ wprost proporcjonalna do
odlegltosci od optimum. Wybor osobnikéw do reprodukcji powinien odbywaé si¢ zgodnie z
ich procentowym udzialem w globalnym przystosowaniu populacji. W trakcie reprodukciji
dochodzi do crossingver i mutacji punktowych, ktore sa nastgpnie selekcjonowane ze
wzgledu na ich wptyw na ,,fitness” osobnika. Procesy mutowania, crossing- over i reprodukcji
powtarzaja si¢ az do osiagniecia optimum, ktorym jest narzucona z gory, sparametryzowana
funkcja, ktora ma spetnia¢ wygenerowany na drodze ewolucji program (Goldberg 1995).
Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze charakterystyczna cecha modeli 1 symulacji
komputerowych jest zjawisko narastania zlozonosci w czasie stosowania jak najprostszych
algorytmow. Prostota modelu pozwala na zadzialanie podstawowych praw statystyki.
Komplikowanie modelu przez wprowadzanie szeregu parametréw majacych go upodobni¢ do
rzeczywisto$ci odnosi raczej skutki przeciwne do zamierzonych.

Liczbe réznych parametrow, ktorych wspolczesnie uzywa si¢ do opisu biatka, szacuje si¢ na
setki. Trudno rozstrzygnaé¢, ktore z nich sa najwazniejsze. Uwzglednienie wszystkich w
symulacji, razem z arbitralnie wybranymi wagami, ktore nalezaloby im przypisaé, jest
praktycznie niemozliwe do zrealizowania. Dlatego w opisywanym modelu ograniczono si¢ do
tak ogdélnego parametru, jak sklad aminokwasowy biatka, ale mimo daleko idacego

uproszczenia, a wlasciwie dzigki niemu, otrzymano ciekawe wyniki.
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Adresy stron internetowych poswigconych symulacjom komputerowym:
http://www.ics.uci.edu/~eppstein/ca/links.html
http://www.alife.org,
http://paradise.caltech.edu/~cook/Workshop/CAs/2DOutTot/Life/StillLife/
StillLifeTheory.html

http://www.frams.poznan.pl
http://www.world-of-dawkins.com/Dawkins/ Work/Software
http://www.cpsc.ucalgary.ca/Research/bmv/software.html
http://www.isd.atr.co.jp/~ray/tierra
http://www.red3d.com/cwr/boids
http://www.vergenet.net/~conrad/boids

mrl.nyu.edu/~dt/alife.html - 3k
http://www.scs.carleton.ca/~csgs/resources/gaal.htm
http://www.solver.com
http://www.cs.ucl.ac.uk/staff/A.Steed/boids.html
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SLtOWNICZEK

ATskew: parametr liczbowy okreslajacy asymetri¢ genomu, wyrazany wzorem
ATskew= (A-T)/(A+T)

GCskew: parametr liczbowy okreslajacy asymetri¢ genomu, wyrazany wzorem
GCskews (G-C)/(G+C)

Asymetria skladu nukleotydowego: odstgpstwa od zasadyPR2 €zyli Parity Rule 2,
stochastycznej reguly rownowagi migdzy stgzeniami molowymi komplementarnych
nukleotydow w obrgbie pojedynczej nici DNA) obserwowane np. po podzieleniu nici
Watsona lub Cricka na dwie czg$ci wyznaczane przez potozenie punktu ORI i TER

CAl: Codon Adaptation Indexvskaznik obliczany dla kazdego ORFu lub genu kodujacego
biatko okreslajacy czestos¢ wystgpowania kodonéw w odniesieniu do ich uzywalnosci w skali

calego genomu, stosowany tez do okres$lania prawdopodobienstwa kodowania dla danego
ORFu.

Generator liczb losowych: algorytm stuzacy do generowania losowych ciagow liczb
(migdzy jego elementami nie powinno by¢ powiazan, a kolejnos¢ powinna by¢ przypadkowa)

Inwersja genu: zmiana potozenia genu wzgledem kierunku ruchu widetek replikacyjnych,
polaczona ze zmiana charakteru nici, na ktoérej lezat do tej pory gen, a wigc z odwrdceniem
kierunku dziatania presji mutacyjne;j

MCS: Monte Carlo Stepsymulacyjna jednostka czasu, jedna iteracja, czyli jeden pelny cykl

dziatania algorytmu symulacyjnego

Mutacja cicha: substytucja nukleotydowa w kodonie nie zmieniajaca kodowanego
aminokwasu, podstawienie synonimiczne

Mutacja neutralna: mutacja akceptowana przez selekcjg, nie wywierajaca znaczacego

wplywu na przystosowanie organizmu

Ni¢ Watsona: jedna z komplementarnych nici podwdjnej helisy, jej sekwencja jest zwykle
podawana w bazach danych

Nié Cricka: ni¢ komplementarna do nici Watsona, do odtworzenia na podstawie sekwencji
obecnych w bazach danych
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Nié sensowna . ni¢ odcinka  kodujacego kolinearna z sekwencja mRNA, ni¢ nie
transkrybowana

Nié¢ antysensowna: ni¢ komplementarna do nici sensownejranskrybowana na mRNA

Nié wiodgca:  odcinek nici DNA replikowany w sposob ciagly w kierunku zgodnym z
kierunkiem przeswania si¢ widetek replikacyjnych

Nié opoziniajgca: ni¢ komplementarna do nici wiodacej, replikowana w kierunku
przeciwnym do ruchu widetek replikacyjnych, za posrednictwem tzw. fragmentéw Okazaki

ORF: Open Reading Framegzyli otwrta ramka odczytu, fragment sekwencji DNA
rozpoczynajacy si¢ kodonem start (zwykle ATG) i zakonczony jednym z kodonéw stop (Opal
- TGA, Amber— TAG lubOchre- TAA), potencjalny gen

ORI: Origin of Replication miejsce inicjacji procesu replikacji, zwykle sekwencja o
okreslonym dla danej grupy konsensusie rozpoznawanym przez kompleks polimerazy i
towarzyszacych jej biatek

Presja mutacyjna tendencja do wstawiania btednych nukleotydow do nowo syntetyzowane;j
nici DNA, opisywana tablica przejs¢, ktora okresla prawdopodobiefistwa 12 mozliwych
podstawien nukleotydowych.

Presja selekcyjna: eliminacja organizmu, w ktorym zaszla mutacja obnizajaca jego ogdlne
przystosowanie, warunkowana dazeniem do zachowania funkcji kodowanego bialka.

W opisywanych symulacjach presja selekcyjna doprowadza do podstawienia genu, ktory
ulegt mutacji nie dopuszczalnej przez przyjgty poziom tolerancji.

PR1: Parity Rule — 1zasada Chargaffa, wynikajaca z komplementarno$ci zasad azotowych
réownos¢ A=T, G=C obowiazujaca dla catej czasteczki DNA.

PR2: Parity Rule — 2stochastyczna konsekwen€&R1, zaktadajaca ,ze rownos¢ A=T i G=C
powinna obowiazywac takze dla pojedynczej nici DNA.

Replichora:  odcinek chromosomu migdzy ORI a TER chromosom stanowiacy jeden
replikon dzieli si¢ na dwie replichory, lewa i prawa, u Eubacteriazazwyczaj prawie réwne;j
dhugosci.

Sekwencja kodujqca: odcinek DNA zawierajacy informacje o biatku, transkrybowany na
mRNA, a nastgpnie thumaczony na sekwencj¢ aminokwasowa

Sekwencja miedzygenowa: niekodujacy odcinek DNA, lezacy miedzy sekwencjami

kodujacymi biatka

Tablica przejsé nukleotydowych:  szesnastoelementowa macierz, normalizowana do 1,
okreslajaca prawdopodobienstwa zaj$cia wszystkich mozliwych substytucji nukleotydowych,
elementy diagonalne dla tzwrzpj$¢ tozsamosciowych wyznaczaja prawdopodobienstwo, ze
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dany nukleotyd pozostanie niezmieniony, tablica wyznacza charakter presji mutacyjnej
dziatajacej na dany genom

Tablica lustrzana: tablica bgdaca lustrzanym odbiciem tablicy przejs¢ nukleotydowych
wyznaczonej dla nici wiodacej, okreslajaca presj¢ dzialajaca na ni¢ komplementarna, czyli
opoOzniajaca

Tablica PAM: Percent of Accepted Mutatipmacierz przejs¢ aminokwasowych stworzona
na podstawie poréwnania spokrewnionych sekwencji, zawiera inéggraaakceptowanych
przez selekcj¢ substytucjach aminokwasowych, tablica taczaca informacje o presji mutacyjnej
1 selekcyjnej dziatajacej na analizowane genomy

TER: miejsce terminacji replikacji, obszar chromosomu, w ktorym spotykaja si¢ wedrujace
w przeciwnych kierunkach widetki replikacyjne

Transwersja: substytucja polegajaca na podstawieniu pirymidyny przez puryng lub puryny
przez pirymidyng (np. G—C, A—T)

Tranzycja: podstawienie puryny przez inng puryng lub pirymidyny przez pirymidyng (np.
A—G, C-T).
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