MACIERZE MUTACYJNE W ANALIZIE GENOMOW - czy
mozliwa jest rekonstrukcja filogenetyczna?

Aleksandra Nowicka
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Zadaniem FILOGENETYKI jest :

zrekonstruowanie ewolucyjnej historii wszystkich
organizmow

odkrycie przodka wszystkich organizmow zyjacych
na ziemi

segregacja i klasyfikacja organizmow

poznanie mechanizmow ewolucji



* FILOGENETYKA W PODEJSCIU KLASYCZNYM

— rekonstrukcja historii ewolucji gilownie w oparciu o
cechy morfologiczne np. diugosc¢ dzioba u ptakow,
nog itd.




FILOGENETYKA MOLEKULARNA - rekonstrukcja
historii ewolucji poprzez porownanie sekwencji
nukleotydowych Ilub aminokwasowych
pochodzacych z ré6znych organizmow

Podstawowe zalozenia w filogenetyce molekularnej:

© kazdy organizm posiada informacje genetyczng (sekwencje
nukleotydowa) zwang genomem

£ sekwencje przodka mutujg w sekwencje potomkow

£ podobne gatunki sq genetycznie blisko spokrewnione

®

réznice w sekwencjach nukleotydowych i aminokwasowych sg
wprost skorelowane z czasem ewolucji

®

istnieje jeden wspolny przodek dla wszystkich form zycia



£ wyrazem analiz filogenetycznych sa
drzewa filogenetyczne
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Lisc¢ - reprezentuje aktualnie analizowana jednostke taksonomiczna.

wd

Korzen - wspolny przodek dla wszystkich taksonow.

Wezet - reprezentuje jednostke taksonomiczna (populacje, organizm, gen).
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Etapy analizy filogenetycznej

Dobor i dopasowane sekwencji

Wybor modelu substytucji

Wybor metody oceny odleglosci ewolucyjnej

Konstrukcja drzewka
Ocena i analiza skonstruowanego drzewka



typy mutacji punktowych

substytucja

ACC TAT TTG CTG

ACC TCT TTG CTG

delecja

ACC TAT TTG CTG

ACC TAT TGC TG-

insercja

ACC TAT TTG CTG

ACC TAC TTIT GCTG

inwersja

ACC TAT TTG CTG

ACC TTT ATG CTG



DNA — GEN

biatko

minokwas

[l bced

.




substytucja

Thr Tyr Leu Leu
ACC TAT TTG CTG

ACC TCT TTG CTG
Thr Tyr Leu Leu

delecja

Thr Tyr Leu Leu
ACC TAT TTG CTG

ACC TAT TGC TG-
Thr Tyr Cys

insercja
Thr Tyr Leu Leu
ACC TAT TTG CTG

ACC TAC TTT GCT G
Thr Tyr Phe Ala

inwersja
Thr Tyr Leu Leu
ACC TAT TIG CTG

ACC TTT ATG CTG
Thr Phe Met Leu
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przodek

2 zmiany w stosunku do przodka

5 zmian w stosunku do
przodka

6 zmian w stosunku do
przodka

4 zmian w stosunku do przodka

5 zmian w stosunku do przodka

potomek

MELSKLTGDPA&ELKMLMELSKLTGDPAPFVYRVLKRL

MELSKTTGDPARRKELKMLMELSKLTGDPAPFVYRVLKRL

MELSKTTGDPARRKELSMLMKLSKLTGDPAPFVIYRVGKRL

MELSKTTGDPARQKELSMLMKLSKLTGDPAPFYYRVGKRL

MELSKLTGDPARQKELSMLMKLSKLTGDPAPFVYRVGKRL

MELSKLTGDPARQKELSMLWKLSKLTGDRAPFVYRVLKRL
A

niedoszacowanie

zaobserwowana
liczba réznic

réznice miedzy sekwencjami




* mozliwos¢ wystapienia wielokrotnych podstawien
° rewersja

* czesciej obserwuje sie podstawienia miedzy aminokwasami podobnymi
do siebie, ze wzgledu na swoje witasciwosci biochemiczne, biofizyczne np.:

izoleucyna (I) < leucyna
(L)alina (V)< izoleucyna (I),
kwas asparaginowy (D) < kwas glutaminowy (E),

* rzadko obserwuje sie podstawienia miedzy aminokwasami bardzo
rozniacymi sie swoimi wltasnosciami
tryptofan (W)<— izoleucyna
(1)
* rzadko obserwuje sie podstawienia miedzy aminokwasami petnigcymi
wazne role w biatkach, jak: cysteina (C) czy tryptofan (W)

* niektére aminokwasy, takie jak: asparagina (N), kwas asparaginowy (D),
seryna (S) mutujg czesciej niz inne



Jak wiec mozemy
obliczyc¢ rzeczywista
liczbe podstawien?



Macierze PAMs
(Percent Accepted Mutations)

skonstruowane zostaty po raz pierwszy przez M. Dayhoff
w 1978 roku

wykorzystano 71 grup blisko spokrewnionych biatek,
zaobserwowano 1572 zmiany

sekwencje w grupach byty przynajmniej w 85%
identyczne

uwzgledniono mutabilnosc¢ i czestos¢ wystepowania
danego aminokwasu

okreslaja prawdopodobienstwo przejscia jednego
aminokwasu w drugi



Percent Accepted Mutation PAM1 - M. Dayhoff 1978r.

Ala Arg Asn Asp Cys Gln Glu Gly His Ile Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

A R N D C Q E G H I L K M F P S T W Y V
Ala A 9867 | (| R B 17 21 2 6 4 2 6 2 22 3% 32 0 2 18
Arg R i} 9913 10 ! * !
Asn N SRR 9522 K[! element M, , te] macierzy reprezentUJe

Asp D 6 0 42 ELRE
Cys C [ ] »» prawdopodobienstwo z jakim aminokwas

giﬁg 1(3) ‘7‘ w kolumnie j zostanie podstawiony przez
12 aminokwas z wiersza i w czasie

|
9
0
Gly G AT
His H | g 18
i ewolucyjnym 1 PAM
|
7
1
|

3

Ile 1 2 3 1 . :

Leu L 3 3 0 0 6 | | 4 22 9947 2 45 13 3 1 3 4 2 15
Lys K 2 3 25 6 0 12 7 2 2 4 1§ 9926 0 3 8§ 11 0 1 |
Met M 1 0 0 0 2 0 0 0 5 8 73 0874 1 0 1 2 0 0 4
Phe F 1 1 0 0 0 0 1 2 8 6 0 4 994640 2 1 3 28 0
Pro P . z 4 0 0 2
G S element dlago_na’lny M. _okresla 9840 w s 9 9
Thr T prawdopodobienstwo, ze dany FEEEE 7 R
Tip W aminokwas nie ulegnie O 1] 9976
Ty T substytucji w tym czasie U R i N
Val V R 1 3 2 10 0 yA 9901

Elementy pomnm



M. Dayhoff i wspotpracownicy — 1978r.

JEDNOSTKA PAM (Percent Accepted Mutation)

— miara odlegiosci ewolucyjnej miedzy sekwencjami.

— odpowiada takiemu czasowi ewolucyjnemu,

podczas ktorego, w porownywanych sekwencjach,
zmianie ulegnie 1 aminokwas na 100.

1000 aminokwasow
N

MELSKLTGDPAPFVYRVLKR ..... SKLTGDPAP ..... KVVFRISESPMIFKAYPLDI ... MELSKLTGDPA ... REKELKMLMELSKLTGDPAPFVYRVLKRL ..... LDIVLSSLIHEREKELKML

bl 1 I ! I I

MELSKLTDDPAPFVYRYLKR ..... SKLTQDPAP ..... KVVFRISRSPWIFKAVPLDI ... MELSKTTGDPA ... REKELDMLMELSKLTGDPAPFVYRVFKRL ..... LDIVLSSLIHERRKELKML

s 4 4 + ¢+ ¢ 4 4 4 )
10 zmienionych aminokwasow

.
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Watson strand

Asym etria w genom ach
prokarotycznych

dwunicibwa czasteczka DNA — zasada kom plem entamoSci

Crick strand

[G] = [C]i[A] =[T]

PR1 rule — pierwsza reguta parowania

Ibsowa pojpdynczani DNA

[G] =[C]i[A] =[T]

PR2 rule — druga regutfa parowania




Asymetria DNA
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Ala Arg Asn Asp Cys Gln Glu Gly His Ile Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

A G H I L K M F P T W Y V
IVOONEE 2 9 10

3 08 17 20 2 6 4 2 6 2 2 35 32 0 2 I8
Arg R 1 0O 1 10 0 0 10 3 1 19 4 1 4 6 1 8 0 |1

e 4+ IBA 3% o0 4 6 6 20 3 1 13 0 1 2 2 9 1 4 1

Asp D [ 0 6 3 6 4 1 0 3 0 0 1 5 3 0 0 1

Cys C (U U] o 0O 0 1 1 0 0 0 0 I 5 1 0 3 2

o) 3 9 4 5 oM. 1 23 1 3 6 4 0 6 2 2 0 0 |1

. Ol 0 o0 7 56 o0 O 4 2 3 1 4 1 0 3 4 2 0 1 2

Przykl'adowa Sekweana ol 21 1 12 111 3 7fBER 1 o0 1 2 1 1 320 3 0 0 5
Ol 1 8 18 3 1 20 |1 ommg 11 0 2 3 1 1 1 4 |1

I8 2 2 3 1 2 1 2 0 0 9 2 12 7 0 1 71 0 1 3

MELSKLTGDPAPFVY O 3 1 3 0 0 6 1 1 4 2F¥E 2 45 13 3 1 3 4 2 15

PRd 2 37 25 6 0 12 7 2 2 4 I 20 o0 3 8 11 0 1 |1

\ ) e %t 1 1 0 o0 o0 2 0 o0 0 5 8 4 1 o0 1 2 0 0 4

\"4 98 1 1 1 0 0 0 0 1 2 8 6 0 4EEE o0 2 1 3 28 0

) i Nl 3 5 2 1 1 8 3 2 5 1 2 2 1 |1 2 4 0 0 2

15 aminokwaséw el 28 11 34 7 11 4 6 16 2 2 1 7 4 3 17 ¥ 05 2 2

oo@l 2 2 13 4 1 3 2 2 1 11 2 8 6 1 5 3 0 2 9

g4 0 2 0 0 0 0 0 0 0 o o0 o0 o 1 o 1 oA 1 o

@ 1 0 3 0 3 0 1 0 4 1 1 0 0 20 0 1 1 2 |

Rl 3 2 1 1 3 2 2 3 3 57 10 1 17 1 3 2 10 o0 2BMW

Macierz PAM1 pomnozona przez 10 000

Suma przezywalnosci aminokwaséw (pomnozona przez 10 000):

9874 + 9865 + 9947 + 9840 + 9926 + 9947 + 9871+ 9935+ 9859 + 9926 + 9867 + 9926 + 9946 + 9901+ 9945 = 148575

Otrzymany wynik dzielimy przez liczbe aminokwasoéw, w celu uzyskania sredniego prawdopodobienstwa
(tu dodatkowo dzielimy przez 10000, aby uzyskaé¢ rzeczywiste prawdopodobienstwo):

148 575
15 x 10000

= 0,9905 = 99,05 %



A . . . o
0,06 1 Borrelia burgdorferi A Borrelia burgdorferi
—A-T 120 |
0,04 | G-C
100 - :
— 002 m wiodaca
%) ’ 2 80 1 opdzniajaca
:§ 0 - > g
2 0 330000 660000 990000 ‘5 90 |
v—>4\ _ | 0 o o g
g 0,02 pozycja na nici é 40 _
E
'0,04 7 — 20 i _| I
_0,06 | O 7‘FH—H T T .I T T T T I- T T
-0.08 . 0,988 Stabilnos¢ genu 0,991
0,06 4 Thermoplasma acidophilum
. s —AT 40t Thermoplasma acidophilum
0,05 - e
0,04 - 100 -
o} m wiodaca
50,03 - ..
2 2 80 - opdzniajaca
20,02 =
g = 60 -
=0,01 - 5
S £ -
© ) lemse s 40 -
(0] 600000 1200000 1800000 = i
-0,01 1 pozycja na nici 20 - ‘ I II
-0’02 | 0 _:!.II T T T T T T T T T IE-- T T T T \_‘

-0,03 g 0 s g




0.155

0.135 Pm
0070 | Pm 0.322
0166 . 0172 1
S — 0.073
0029 _ L
0.269 0.350 r
0.216 0.243 |_
= ECE EcE
0.027 0.017
0.072 0.103
0.279 s D2 ) Ve
0.385
Pa 0.461 Pa
0.552
Xf 0.654 -

drzewo dla sekwenciji z nici wiodacej drzewo dla sekwencji z nici op6zniajacej

0.234

Pm
0.362
0.281 .
0.120 L Hi
0.470
0.227 Ve
0.064_
- 0.389
EcE
0.088
0.537 -
0.754 »

D.Mackiewicz - praca doktorska !88!



TWORZENIE

GAA

GCC

AAT

GTG

utation

ressure Vatrix
EAELAAK

GAA ||GCC ||CAG || TTA || GCT | GCA | AAG
A T € C
A | 08079 | 00655 |0.1637 |0.0702
T |o01027 |08648 |0.1157 |0.2613
G | 00667 |00347 |0,7059 |0.0470
C | 00228 |00350 |00147 | 06215
1A [[acT [ eca ][ aac | | aat [ean][ecc][cre ][ Tma | et [ aca]| aac
1PAM

EAVLTAK @

!

= V12V

= NEALLAAK




MPM - Mutation Pressure Vatrix

Ala Arg Asn Asp Cys Gln Glu Gly His Ile Lew Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

A R N D C Q Ig G H [ L K M F P S T w oy V

2247 313 4637 021 056 012 016 0,19 022 126,7 0,27 3491 68,87 0,36 1083 1092
0,014 42,64 3E-04 3E-04 1275 0,11 0,09 2391 0,001 2E-04 13,48 0,07 022 0,07 002 277
0,18 021 1532 149,9 580,5 091 045 032 4138 029 041 038 0,003 1369 032 45,75
329 055 053 161,8 143 0,18 131,7 166 042 1748 7552 0,37 1332 1149 0,38 0,68

el 0,16 0,18 0,56 0,07 44,17 5593 0,15 048 022 011 02 033 7941 93,79 3039 0,14 0,19 229,7
R BIAE] 98784 EIXYA ‘ . . .

M o L | element V , tej macierzy reprezentuje

g 07069’2 3223 Ozgg % prawdopodobienstwo z jakim aminokwas w

o IRt te kolumnie j zostanie podstawiony przez aminokwas z
E RIS wiersza i w czasie ewolucyjnym 1 PAM, gdy

€W 08,80 2272 047 15v9 k . b d dd d . ' . t |k -

1 R sekwencje beda poddane dziataniu tylko pres;ji
103 1032 1805 062 EyliielqalE)]

I 0,51 60,76 0,12 0,08 “Z7 130 033 U235 321,06 1104 X 0,3 221,00 412,35 341,71 94,5/ 0,50

@ 0,23 3251 0,01 184.4 2762 0,65 0098 9485 031 EEESY 230.7 0,1 056 97,39 132 0,83 0,53
M EIE element diagonalny M. okresla 004 013 38 087 0001 3792
. I prawdopodobieristwo, ze dany o MEIURUHEREG
N 656 215, aminokwas nie ulegnie substytuciji 767 3504 i

T

W

Elementy pomnozone zostaly przez 10 000

Uzyskamatablicareprezentujerczy st presjemutacy e ———



120 1 MPM

100 -
Geny z nici opdézniajacej
wiodaca [ wi_?dqcej maja srednio
2 m opozniajaca  Zblizone prawdopo-
dobienstwo przezycia.

40
20 -

0 Y —p

0,989 0,990 0,991
120" PAMI1
100+
80- Geny z nici ETE]
604 wiodaca srednio wieksze
B opbzniajaca pPrawdopodobienstwo

40+ przezycia niz geny z nici
20+ przeciwne;.

0 Y 7 r—




10000 +

efektywny czas przezycia aminokwasow

W przypadku czystej presji
mutacyjnej aminokwasy, ktore
*MPM | s3 mniej czeste, jak tryptofan
lub cysteina, maja krotki czas
przezycia, w porownaniu z
innymi aminokwasami.

°* PAM1

1000 1

100 o

W przypadku pres;ji
selekcyjnej czas ich przezycia
¢ R V. jest znacznie dtuzszy.

A 4

10 r r r
0,001 0,01 0,1 1

czestos¢ wystepowania aminokwasow



10000 +

efektywny czas przezycia aminokwasow

W przypadku czystej

* PAM1 presji mutacyjnej

+ MPM aminokwasy, ktore s
czeste, jak leucyna lub
izoleucyna, maja dtugi
czas przezyciaw
poréwnaniu z innymi
aminokwasami.

1000 1

W przypadku presji
selekcyjnej czas ich
przezycia jest
znacznie krotszy — sa
znacznie stabiej
chronione.

100 o

A 4

10 r r r
0,001 0,01 0,1 1

czestos¢ wystepowania aminokwasow



A4
R:6
N:2
D:2
C:2
Q:2
E:2
G4
(4
1:3
L:6
K:2
M:1
F:2
P:4
S:6
T:4
W:1
Y:2
V4

Bakterie termofilne

A:4 R:6 N:2 D:2 C:2 Q:2
99163| 0,73| 1,66] 183,8] 0,76] 0,56]...
0,69] 99060| 3,42 1,03] 723,9] 349,2]...
0,2] 0,44]| 98352| 183,2| 1,14] 0,44]...
50,39 0,3] 420,7| 98647 1,25 1,05]...
0,06] 51,16 0,64] 0,31| 97539] 0,01]...
0,14| 87,63 0,88] 0,91 0,03] 98808|...
51,98 1,29 3,45 353 0,01] 296,6]...
147,2] 252,6] 3,25| 366,3] 191,1 1,91...
0,16] 74,95| 139,8] 127,91 5,39| 191,2]...
0,62 1,63] 106,1 0,37] 0,38] 0,04]...
0,92 62,63| 0,48] 0,34 2,87] 105,7]...
0,23 87,1 378,9] 1,48] 0,01| 124,9]...
0,37] 9,59 0,48] 0,01 0] 0,2]...
0,14] 0,16] 0,27 0,11 195,3] 0,01]...
138,6] 117,4| 0,57 0,57 3,55 117,7]...
35,01 71,08] 314,6] 1,55] 4151 0,43]...
174,8] 30,82 163 0,7] 0,69] 0,26]...
0,04] 89,531 0,01 0,01] 314,6] 1,07]...
0,05| 0,38] 108,8] 49,26] 604,5] 0,88]...
2359 0,29 0,88] 82,5 0,34] 0,54]...

Thermus thermpohilus
Fig. 5b

10000

efektywny czas przezycia aminokwaséw

1000

100

10
0,001

Thermus thermpohilus

A
L 4

0,01 0,1

Czestos¢ wystepowania

PETO1
Leading

Lagging




WNIOSKI

» Macierze odleglosciowe PAM moga wykaza¢ inne odleglosci
filogenetyczne, gdy badana jest niereprezentatywna pula genow. Ma to
szczegdlne  znaczenie w  przypadku analiz  filogenetycznych
asymetrycznych genomow bakteryjnych. Waznym jest aby w badanej puli
sekwencji byty odpowiednio reprezentowane geny lezace na nici wiodacej 1
opdzZniajace;.

» Opracowana metoda analizy stabilno$ci aminokwaséw 1 catych
sekwencji kodujacych, pozwala na badanie pewnych aspektow ewolucji
poszczegolnych grup bakterii

> Por6éwnanie wplywu presji mutacyjnej i presji selekcyjnej na
poszczegoOlne aminokwasy wykazato, ze aminokwasy najmniej stabilne pod
presja mutacyjng sa najrzadziej wbudowywane w biatko ale najbardziej

pilnowane przez selekcje.



