Podstawy ewolucji molekularnej

Ewolucja sekwencji DNA | biatek



Ewolucja biologiczna

- Znaczenie ogodlne:

+proces zmian informacji genetycznej organizmnow (czestosci | rodzaju alleli w
populacii),

- ktore to zmiany sa przekazywane z pokolenia na pokolenie
+dotyczy populacii, nie pojedynczego osobnika
+dotyczy zmian dziedziczonych

- Dziedziczenie z modyfikacja (descent with modification - Darwin)



Ewolucja biologiczna

- Zjawisko (fakt)
+Jeoria ewoluc]l

+  Historia zmian ewolucyjnych



Ewolucja biologiczna - teoria

- [eoria ewoluci
+ Wyjasnienie mechanizmow zmian ewolucyjnych
darwinizm | neodarwinizm

- Wyjasnienie roli mechanizmow ewolucyjnych w ksztattowaniu organizmow
ZyYWYyCh

wspolne pochodzenie



Podstawy ewoluci

Replikacja informacji genetycznej wprowadza zmiennosc
Losowe btedy w replikacji (nieuniknione)
- Wytworzone przez zmiennosC warianty nie sg rownocenne
Rozne warianty majg rozne dostosowanie (fitness) — rozne

prawdopodobienstwo przekazania informacji kolejnym pokoleniom w
danych warunkach srodowiska



Mechanizmy ewolucii

+ Generujgce zmiennosc
mutacje
rearanzacje genomu
- horyzontalny transfer genow
Dziatajgce na warianty wytworzone przez zmiennosc
- dobdr naturalny - nielosowy

- dryf genetyczny - losowy



Gtowne zatozenie darwinizmu | neodarwinimu

Podstawowym mechanizmmem ksztattujgcym proces ewoluc)l biologicznej jest
dobor naturalny

- dryf genetyczny | inne zjawiska tez majg znaczenie

+ znhaczenie doboru i dryfu jest rozne na roznych poziomach zmian
ewolucyjnych

+na poziomie molekularnym (zmian sekwencji DNA | biatek) dryf moze by¢
gtdbwnym mechanizmem zmian — teoria neutralna



Podobienstwo | homologia

- Homologia: podobienstwo wynikajgce ze wspolnego pochodzenia
ewolucyjnego — cecha odziedziczona od wspolnego przodka

* VS, homoplazja — podobienstwo powstate niezaleznie, nie odziedziczone po
wspolnym przodku

- Homologia jest witasciwoscig dyskretng, nie stopniuje sie

- cechy moga by¢ mnigj lub bardziej podobne, ale albo sg homologiczne, albo
nie



Plerwsza synteza

- Ewolucja jako zmiany czestosci alleli w populaci
+ Mutacje jako zrodto nowych alleli
- Dobor | dryf wptywajg na utrwalanie sie lub zanikanie alleli

- Rownowaga miedzy dryfem a doborem zalezy od Ne, zwtaszcza wyraznie
porzy matych wartosciach s



Druga synteza - ewolucja molekularna

+ Ewolucja jako zmiany sekwencii DNA (i biatek)
- Mechanizmy ewolucji molekularnej
+ zrodta zmiennosci - mutacje | rearanzacje DNA
+ mechanizmy ksztattujgce zmiennosc¢ - dobor i dryf

- Poczatki - lata 60. 1 70. XX w. (sekwencjonowanie DNA - 1977, wczesnie
sekwencje peptydowe)



Zmiany genetyczne w ewolucj

- Mutacje
- tworza nowe allele gendw
- Inwersje
+ Zmieniajg ukfad gendw na chromosomach
- moga uniemozliwi¢ rekombinacje na danym odcinku i doprowadziC do utrwalenia haplotypu

Duplikacje

+dotyczag fragmentow DNA, w tym catych genow
- lub catych chromosomow | catych genomow
- gldwne zrodto innowacji ewolucyjne;
- Transfer horyzontalny
W tym zdarzenia symbiotyczne



Mutacje

+  Podstawienia (substytucje)
 Niewielkie delecje I insercje

- niewielkie tzn. wptywajace na sekwencje 1-2 gendw



Substytucie

- Tranzycje zachodzg w naturze czesciej od
transwersiji

- mimo tego, ze mozliwych transwersiji jest

wiecej Purines Pyrimidines

A( )C

- stosunek ts/tv od ~2 (hDNA) do ~15
(MtDNA cztowieka)

: iatek — mtDNA rosli
Wyjatek —m rosiin <€—>» Transitions

+duze roznice ts/tv u roznych grup
organizmow

-« » Transversions

G < > T

Figure 5-4 Evolutionary Analysis, 4/e
© 2007 Pearson Prentice Hall, Inc.




Tranzycje | transwersje

- Dlaczego tranzycje sg czestsze?

- Wyjasnienia selekcyjne (tranzycje rzadzie] zmieniajg aminokwas | czescie] sg
neutralne)

- Ale:

+ tranzycje sg czestsze tez w genach rRNA, pseudogenach | obszarach
niekodujgcych

- tranzycje sg czestsze w pozycjach 4-krotnie zdegenerowanych (kodony
typu CUN - Leu)



Tranzycje | transwersje

+ Dlaczego tranzycje sg czestsze”
- Wyjasnienia mechanistyczne — mechanizmy powstawania i naprawy mutaci
- Iranzycje powstajg w wyniku m. In.:
+ przejs¢ tautomerycznych
- deaminaciji (np. oksydacyjnej)
+Tranzycje w mniejszym stopniu zaburzajg strukture podwadjnej helisy podczas replikaci

+ mnigjsza wydajnos¢ naprawy przez system MMR



Modele ewolucji sekwencil

+  Badajgc ewolucje nie dysponujemy z reguty sekwencjg przodka

- Liczlbe mutacji musimy oszacowac na podstawie roznic miedzy sekwencjami
wspotczesnymi

+ Konleczne jest uwzglednienie wielokrotnych mutacji w te] samej pozycji,
zwtaszcza dla bardzie] odlegtych sekwencj



Problem obliczania odlegtosci (liczby zdarzen mutacyjnych)
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Modele ewolucji sekwencil

- Modele Markova — stan w pokoleniu n +1 zalezy tylko od stanu w pokoleniu n | regut
przeksztatcenia (macierz prawdopodobienstw zmiany standw)

- Modele o roznym stopniu skomplikowania

- Mogag uwzgledniac:

+ mutacje wielokrotne w te] samej pozycii (poprawka Poissona)
+ rOzne prawdopodobienstwa zmian nukleotydowych (lub biatkowych)
+ rOzne prawdopodobienstwo mutacji w réznych pozycjach sekwenci

+ rOzne czestosci nukleotydow



Modele ewolucji DNA — model Jukesa-Cantora
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FIGURE 3.1 One-parameter model of nucleotide substitution. The rate of substitu-
tion in each direction is 0.
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Inne modele

- Kimura (K80, dwuparametrowy) - rozne prawdopodobienstwo tranzycii |
transwergji

- Felsenstein (F81), Hasegawa-Kishino-Yano (HKY85) - rozne czestosc
nukleotydow (F81) + rozne prawd. tranzycji | transwersji (HKY85)

- GTR (General Time Reversible, Tavare ‘806)



Model GTR

+ Rozne prawdopodobienstwo kazde] substytucji (ale symetrycznie, czyli np.
A—T =T—A) - 6 parametrow

-+ Rdozne czestosci nukleotyddw - 4 parametry



Rozkiad gamma

+ Proste modele zaktadajg jednakowe
prawdopodobienstwo zmiany w kazdej
pozycji - nierealistyczne

- Rozktad prawdopodobienstw zmian w
roznych pozycjach — rozktad gamma

Proportion of sites f(r)

1.5
Substitution rate (v)

2.5

30



Ewolucja sekwencji aminokwasowych

+ Trudno stworzy¢ model analityczny
7tozonos¢c kodu

aminokwasy o roznych witasciwosciach - konieczna miara niepodobienstwa

Stosuje sie empirycznie uzyskiwane macierze prawdopodobienstwa zmiany
danego aminokwasu w inny



Tempo zmian sekwencji biatka

PAM - utrwalone mutacje punktowe/100 pozycii (od |

(Granica istotnosci

Roznice sekwenc

00
O
<

60%
40%
20%

100 200 300 400
PAM

Point Accepted Mutation)



IstotnosC podobienstwa

Twilight
Zo1ne

Sequence ldentity (%)

Midnight zone

50 100 150 200 250
Sequence length

http://biosiva.50welbs.org/alignment.htm



Porownywanie biatek -
macierze

- Macierze Dayhoff (PAM)

- Na podstawie globalnych porownan
sekwenciji roznigcych sie o 1PAM
ustalono prawdopodobienstwo zmiany
kazdego aminokwasu w inny = macierz
PAM-1

-+ Ekstrapolacja dla sekwencji bardziej
odlegtych - mnozenie macierzy PAM-1
przez sama siebie odpowiednig liczbe
razy = macierze PAM-20, PAM-40,
PAM-250 itp. (proces Markova)

Margaret O. Dayhoff (1925-1983)
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Porownywanie biatek -
macierze

- Macierze BLOSUM

- Na podstawie prawdopodobienstwa
zmiany kazdego aminokwasu w inny w
bloku lokalnego przyrownania sekwencji
0 n% identycznych aminokwasow

(BLOSUMG?2 - 62% identycznych aa itp.)
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BLOSUM 62




Mutaje na poziomie kodu

+ Mutacje moga:

- zmieniC kodon na inny, ale kodujacy ten sam aminokwas
*  mutacje synonimiczne

- zmieniC kodon na kodujacy inny aminokwas
* mutacje niesynonimiczne

+ zmieni¢ kodon na kodon STOP
*  mutacje nonsens

- spowodowac zmiane fazy odczytu

 WptynaC na ekspresje genu



Mutacje | dobor naturalny

- Efekty dziatania mutacji obserwujemy posrednio
+ roznice sekwencji miedzy populacjami (gatunkami)
- polimorfizm sekwencji w obrebie populacii
- Na allele wytworzone przez mutacje moze dziataC dobor

+ /Za zmiany czestosci powstajgcych alleli moze odpowiadac dryf genetyczny

+ Obserwujemy mutacje utrwalone catkowicie lub czesciowo (polimorfizmy) w puli genowej




Podstawowe pytanie ewolucji molekularnej

- Jaka jest rola dryfu | doboru w wyjasnieniu obserwowanego zroznicowania
sekwencji’?

+ wewnatrzpopulacyjnego (polimorfizmy)

+  miedzygatunkowego

- Pytanie dotyczy zréznicowania ilosciowego!

- Nikt nie podaje w watpliwosc¢ tego, ze adaptacje w ewolucji powstajg dzieki
dziataniu doborul!



Dobor czy dryt?

- Selekcjonizm
- wiekszosc utrwalonych mutacji zostata wyselekcjonowana przed dobor
+ wiekszosc polimorfizmow jest utrzymywana przez dobor
+ dobdr rownowazacy, naddominacja, dobdr zalezny od czestosci
- Neutralizm (Kimura, 1968)
+ wiekszoscC utrwalonych mutacji zostata utrwalona przez dryf
+ za wiekszos¢ polimorfizmow odpowiada dryf

 mutacje utrwalane przez dobor sg rzadkie, nie majg wptywu na ilosciowa analize zmiennosci
molekularne



Mutacje 1 dobor

- niekorzystne (szkodliwe)

+ s<0

- eliminowane przez dobor (oczyszczajacy/negatywny)
+ neutralne

- s~ 0 (a konkretniej, s < 1/4N)

+utrwalane przez dryf
+ korzystne

+ >0

- utrwalane przez dobdr (z udziatem dryfu dla niewielkich s)



Selekcjonizm | neutralizm

- Selekcjonizm:

- wiekszosC mutacii jest niekorzystna lub korzystna

+ wiekszosc utrwalonych mutacji jest korzystna

+ mutacje neutralne sg rzadkie (nie czestsze od korzystnych)

- dobor jest gtbwnym mechanizmem ksztattujgcym zmiennos¢ sekwencii
- Neutralizm

- wiekszos¢ mutacii jest niekorzystna lub neutralna

+ wiekszoscC utrwalonych mutacii jest neutralna

- dryf jest gtownym mechanizmmem ksztattujgcym zmiennos¢ sekwencii

+ mutacje korzystne sg rzadkie (znacznie rzadsze od neutralnych)



Selekcjonizm | neutralizm

(a) Frequency (b) Frequency (c)
of mutation of mutation

- 0 - - 0 + - 0 +
Selection coefficient Selection coefficient Selection coeffident
selekcjonizm neutralizm pan-neutralizm

Neutralizm nie oznacza pan-neutralizmu, czyli negowania znaczenia selekcyjnego
mutaci!



Przestanki teoril neutralnej

- Tempo zmian sekwencji | polimorfizm sg zbyt duze, by daty sie wyjasnic
doborem

- State tempo ewolucji molekularne] (zegar molekularny)

-+ Sekwencje 0 mniejszym znaczeniu funkcjonalnym (pseudogeny, mnigj istotne
obszary biatek) ewoluujg szybciej, niz obszary kluczowe dla funkcj



lempo zmian

- Pojecie obcigzenia genetycznego — spadek sredniego dostosowania populaci
na skutek dziatania doboru

- Im silnig] selekcjonowany nowy, korzystny allel, tym wiekszy koszt u osobnikow
go pozbawionych

- Sllna selekcja to duzy koszt dla populacii - spada srednie dostosowanie
(fitness) populacii

- Haldane (1957) szacowat maksymalne tempo ewolucji rzedu 1 mutacja na 300
pokolen



lempo zmian

Rzeczywiste tempo zmian jest wyzsze niz oszacowane przez Haldane'a
- Ale...
- Obliczenia Haldane’a i Kimury oparte byty na zatozeniu tzw. twardego doboru

- twardy dobor— zwiekszona Smiertelnos¢ stabiej przystosowanych
osobnikow, ponad typowa (“ekologiczng”) smiertelnosc w populaci

+ miekki dobor— dziata w ramach state] (“ekologicznej”) Smiertelnosci,

+Tylko dobdr twardy znaczgco ogranicza tempo mutacj



Dobor twardy | miekki

(a)

No selection Soft selection Soft and hard
selection
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Saccheri, Hanski, Trends in Ecology & Evolution,
21:341-347 (20006)
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lempo zmian

- Obliczenia Haldane’a | Kimury oparte byty na zatozeniu tzw. twardego doboru

- twardy dobor— zwiekszona smiertelnosc¢ stabiej przystosowanych osobnikow,
ponad typowa (“ekologiczng”) smiertelnosSC w populaci

- miekki dobor— dziata w ramach statej (“ekologicznej”) smiertelnosci,

+Tylko dobor twardy znaczgco ogranicza tempo mutacii

Dobdr rownowazacy moze utrzymywac zroznicowanie | zwiekszac tempo
utrwalania mutaci



State tempo ewolucji molekularne

Wiele sekwencji ewoluuje w statym tempie

Tempo to jest rozne dla roznych sekwenciji, ale state w czasie ewolucji dla dane] sekwencii

100

Pairwise nucleotide
differences among |7
& mammals from 7 proteins,
) plotted against date of
divergence as estimated
from fossil record

SUBSTITUTIONS

Amino acid differences

NUCLEOTIDE
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I
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Roznice sekwencji globin
Kregowcow

Tzw. zegar molekularny



lempo ewoluc]i | dryf

- Neutralny dryf jest procesem losowym, ale jego tempo bedzie state w
odpowiednio dtugim czasie

- Zalezy tylko od czestosci mutacji (jedna zmiana na 1/u pokolen)

1
2N U - =
g 2N

+ Dla doboru state tempo zmian oznacza state tempo zmian srodowiska

- Tempo zmian adaptacyjnych nie wydaje sie byC state



Zegar molekularny

- Jest konsekwencjg neutralnego modelu ewoluci

- Tempo akumulacji zmian w danej sekwencji jest state

- ale rozne dla roznych sekwenci

- Weryfikacja — test wzglednego tempa

Kac - Kec =0

A C

- W rzeczywistosci testuje statos¢ tempa pomiedzy gateziami, ale nie w czasie



Zegar molekularny - problem

- VW modelu neutralnym tempo utrwalania mutacii:

1
OINU— =
SN T F

Powinno byC state w przeliczeniu na pokolenie
+ (Czas generacji jest rozny u roznych organizmow

+ Czyli nie powinna byC obserwowana statosC tempa w czasie rzeczywistym

- A czesto jest (w tych sekwencjach, ktore zachowujg zegar)



Problem czasu generaci

- Czas generaciji roznych organizmow jest
istotnie rozny

- Dlaczego nie wptywa to na tempo
utrwalania mutac;ji?

~0,03 pokolenia/rok  ~3 pokolenia/rok




Zmiany prawie neutralne

- Model Kimury dotyczy zmian neutralnych (s = 0), takie nie sg (w sekwencji biatek)
czeste

+ Mutacje zachowujg sie jak neutralne gdy spetnione jest:

b
AN

€

‘S‘S

+ Mutacje o niewielkim wspotczynniku doboru s bedg zachowywaty sie jak neutralne
w matych populacjach, a w wiekszych populacjach beda podlegaty doborowi



Zmiany prawie neutralne

Istnieje odwrotna korelacja miedzy czasem
generaciji a wielkoscia populaciji

N
o
®

Log (Population size)
=)

-4 -3 -2 - 0 1 2 3
Log (Generation time)

Figure 7-22a Evolutionary Analysis, 4/e
© 2007 Pearson Prentice Hall, Inc.



Zmiany prawie neutralne

~0,03 pokolenia/rok ~3 pokolenia/rok

Dtugi czas generaci Krotki czas generac
Mnie| mutac|i na rok Wiece| mutaciji na rok
Populacja nieliczna (mate Ne) Populacja liczna (duze Ne)
Wiece| mutacji zachowuje sie jak Wiece] mutacj|i podlega doborowi (i jest
neutralne | utrwala przez dryf eliminowane przez dobdr oczyszczajacy)

Efekty czasu generacji | wielkosci populacji sie znoszac, dajac
state tempo w czasie (Ohta & Kimura, 1971).



Zegar molekularny

+ Dla sekwenciji biatek 1 zmian niesynonimicznych w DNA zmiany jednostajne w czasie

- Na poziomie DNA,
+dla mutacji synonimicznych
- pseudogenow
- niektorych sekwencji niekodujacych

- tempo ewolucji zalezy od czasu generacj



Degeneracja w kodzie
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zdegenerowane zdegenerowane




Tempo ewolucji sekwencji a

funkcja
- Gtownym czynnikiem determinujgcym £
ilosciowa zmiennosc sgkwenojl jest dobor 2 synonymous
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nonsynonymous L
. v b
- Sekwencje o mniejszym znaczeniu 2 : ; E -5
funkcjonalnym (pseudogeny, mniej istotne T s 8§ ¢ ¥ 3 K
obszary biatek) ewoluuja szybciej, niz $ = E I § § &
. . < & 25 = o
obszary kluczowe dla funkcji 3 = 3 = !'_’ 2
E.3% ¥ § z z
- Konserwacja sekwenciji Swiadczy o jej ;?:12 » f g E | |
funkcji! 82 2L | 1 || |
T .
AL :
2 .
! —— h DJ» L el e

Gene regaons Pseudogenes



lempo zmian

Biatka zaangazowane w podstawowe
funkcje komorki ewoluuja wolniej.

W sekwencji biatka obszary kluczowe dla
funkcji ewoluuja wolniej.

Jednostka: PAM/108 lat

Jednostka czasu ewolucyjnego: ile lat
(w milionach, 108) potrzeba do
utrwalenia 1 mutac;ji/100 aa (1 PAM)

250

200+

Mutacje (PAM)

2

:

600 800
Czas (miliony lat)

1000

1200

1400



Abraham Wald

Pionier badan operacyjnych (teoria decyzji) A REPRINT OF

“A"METHOD OF ESTIMATING
Prace dla Center for Naval Analyses PLANE VULNERABILITY BASED ///
podczas Il w. S -QNlQAMAGE OF SURVIVORS”

Pk / http://www-history.mcs.st-andrews.ac.uk/PictDisplay/Wald.html
e

Analiza rozmieszczenia przestrzelin w Abraham Wald
uszkodzonych samolotach

oryginalny plan: wzmocnic pancerz w
miejscach, gdzie obserwuje sie najwiece;
przestrzelin

analiza Walda: wzmocnic tam, gdzie nie
obserwuje sie przestrzelin (samoloty tam

trafione nie wrocity) -
( \ \ Operations Evaluation Group

CENTER FOR NAVAL ANALYSES

2000 North Beauregard Street, Alexandria, Virginia 22311

http://oai.dtic.mil/


http://www-history.mcs.st-andrews.ac.uk/PictDisplay/Wald.html

Zachowawczosc sekwenci

-+ Obszary sekwencji biatkowych najwolniej
sie zmieniajagce sg zwykle kluczowe dla
funkcijl
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S cerevisiae
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C elegans
S cerevisiae
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A thaliana 1
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C elegans
S cerevisiae
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lempo zmian

+ Czynnikiem decydujgcym o tempie zmian jest dobdr oczyszczajacy (negatywny)

W “wazniejszych” sekwencjach wiece] zmian bedzie niekorzystnych (eliminacja przez
dobor)

- W mnigj istotnych sekwencjach wiece] zmian lbedzie neutralnych (utrwalanie przez dryf)
- zmiany bez znaczenia dla funkcji beda neutralne

+ pseudogeny

+ niekodujgce obszary miedzygenowe?

+ podstawienia synonimiczne?



ARTICLE

doi:10.1038/naturell1247

Spor wokot ENCODE

An integrated encyclopedia of DNA

ENCODE - projekt opisujacy sekwencie w - elements in the human genome

genomie (Encyclopedia of DNA Elements)

Wiele sekwencji miedzygenowych,

The ENCODE Project Consortium*

The human genome encodes the blueprint of life, but the function of the vast majority of its nearly three billion bases is

N ie kOd Uj acyC h U Ieg a tran S krprJ | unknown. The Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) project has systematically mapped regions of transcription,
transcription factor association, chromatin structure and histone modification. These data enabled us to assign

biochemical functions for 80% of the genome, in particular outside of the well-studied protein-coding regions. Many

80% genomu funkcjonalne
czy istnieje “smieciowy DNA”?
Czy to znaczy, ze sg funkcjonalne?

Jezeli nie ma sladow dziatania doboru -
nie ma funkciji!

Slady dziatania doboru: 2-15% catego
genomu
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On the Immortality of Television Sets: “Function” in the
Human Genome According to the Evolution-Free Gospel
of ENCODE

Dan Graur'"*, Yichen Zheng', Nicholas Price’, Ricardo B.R. Azevedo', Rebecca A. Zufall', and Eran Elhaik?

'Department of Biology and Biochemistry, University of Houston

Department of Mental Health, Johns Hopkins University Bloomberg School of Public Health
*Corresponding author: E-mail: dgraur@uh.edu.

Accepted: February 16, 2013



Status neutralizmu

- Wyjasnia wiele zjawisk obserwowanych w ewolucji molekularne;
- Wysoki polimorfizm sekwencji DNA | biatek
+ zegar molekularny

ale jest wiele odstepstw, nie istnieje globalny zegar prawdziwy dla wszystkich gatezi drzewa
Zycla

- wolnigjsza ewolucja sekwencji o kluczowym znaczeniu

+ to tez mozna wyjasnic modelem, w ktorym wiekszos¢ mutacji jest allbo niekorzystna, albo
Korzystna, ale niekorzystnych jest wiece]

- Jest bardzo przydatny jako hipoteza zerowa do badania doboru naturalnego na poziomie sekwenciji!



Status neutralizmu

Dane molekularne, zwtaszcza genomowe, pozwolity oceni¢ zgodnos¢ modelu
neutralnego z obserwacjg zmiennosci sekwencj

Kimura: 1968 — nie byty wtedy znane metody sekwencjonowania DNA!



Status neutralizmu

- Smith & Eyre-Walker 2002 — 45% podstawien aminokwasowych w ewoluci
Drosophila sp. utwalonych przez dobor dodatni

- Andolfatto 2005 — pomiedzy D. melanogaster | D. simulans dobor dodatni
odpowiada za utrwalenie:

-+ 20% podstawien w DNA w intronach i olbszarach miedzygenowych

- 60% podstawien w DNA w sekwencjach UTR



Status neutralizmu

- GtOwnym | nieprzemijajgcym osiggnieciem jest stworzenie matematycznego opisu

wspotdziatania dryfu | doboru naturalnego (dodatniego | oczyszczajgcego) w ewoluc
molekularne;

Dzieki tym modelom opracowano testy poszukujace sladow doboru w sekwencjach
(model neutralny jako hipoteza zerowa)

- Istnigje znaczaca liczlba pozycji | sekwencji ewoluujgcych wedtug modelu neutralnego

+mozna dobra¢ sekwencje tak, by uzyskac zegar molekularny



Status neutralizmu

Dryt genetyczny ma w ewolucji molekularnej bardzo znaczaca, ale nie
wytaczng role

+Zhaczne obszary genomu ewoluujg w sposob bliski neutralnemu



Badanie doboru

- /Zatozenie: mutacje synonimiczne sg neutralne, sekwencje porownywane sg
param

- Ka (dN) — liczba mutacji niesynonimicznych na liczbe mozliwych miejsc
niesynonimicznych

-+ Ks (dS) - liczba mutacji synonimicznych na liczbe mozliwych miejsc
synonimicznycn

- Stosunek Ka/Ks (w) jest miarg dziatania doboru



Badanie doboru

- WartosC w rzadko przekracza 1 dla cate] sekwencji (wyjatek np. geny MHC)

- Srednia warto$¢ w w poréwnaniach miedzy naczelnymi a gryzoniami wynosi
0,2, miedzy cztowiekiem a szympansem 0,4

- Odchylenie w od srednigj dla konkretnego genu w konkretnej linii ewolucyjnel
moze SwiadczyC o dziataniu doboru

- W sekwencji moga wystepowac obszary o roznej wartosci w, wskazujac na

dziatanie doboru na poszczegdlne regiony a nawet pozycje aminokwasowe w
platku



Badanie doboru |

+ Porownanie zmian synonimicznych i niesynonimicznych w obrebie populacii
danego gatunku | pomiedzy gatunkami.



Test McDonalda-Kreitmana

Stosunek mutacji synonimicznych do niesynonimicznych w obrebie populaci
vs. taki sam stosunek dla réznic miedzy gatunkami

Jezeli zmiany sg neutralne, wowczas stosunek ten powinien byC w obu
porzypadkach taki sam

Przyktad: gen ADH u trzech gatunkow Drosophila

synonimiczne niesynonimiczne stosunek
wewnatrzpopulacyjne 42 2 ~0,05
miedzygatunkowe 17 / ~0,41

Whniosek: zmiany niesynonimiczne sg szybko utrwalane w
specjacji — nie sg neutralne



Czy zmiany synonimiczne sa
neutralne (a) Escherichia coli (b) Yeast

109 I 1.0 , 5
% w = “ ., 3.
w2 081 w.2 08- - ”
. o . 7 g v s e QY §,. o 4.
’ Kodony synonimiczZne nie sg rownocenne - a s 4~ 83 2 o < —
o 0.4 - 30 < < o 0.4 - < 3 =
= < ¢ T = = - <L . o - N &
t- : et £ g £ :
e - e oc
AN N § 1 AN KN 1 |
CUG CUA CUC UUG CUA CUC UUG UUA
+ + + +
. Z : k d t dk . CUU UUA CUG CUU
mlana, odonu €zgstego Na rzadkl moze 1.0 » Highly expressed genes 1.0 ~ Highly expressed genes
wptyngc na poziom ekspresji | Kinetyke So gg. ‘ So g =
translacji G 8 G
g = 2=
¢S 04- 5SS 04-
o O o O
88 88
0 ' e i — E
CUG CUA CUC UUG CUA CUC UUG UUA
+ + + +
CUU UUA CUuG CUU
1.0 ~ Rarely expressed genes 1.0 ~ Rarely expressed genes
S =
o9 48 - O o8-
2 9 2 S
23 c 3
S S 04- S5 04-
o O o O
ol _mfA f | AmmE
CUG CUA CUuC UUG CUA CUC UUG UUA
+ + + +
CUU UUA CuG CUU

Figure 7-24 Evolutionary Analysis, 4/e
© 2007 Pearson Prentice Hall, Inc.



Czy zmiany synonimiczne sg neutralne?

RESEARCH ARTICLE american sournas or [N
medical genetics =

A Synonymous Mutation in TCOF1 Causes Treacher
Collins Syndrome Due to Mis-Splicing of a
Constitutive Exon

D. Macaga.‘ S.H. Katsanis,' T.W. Hefferon,” S. Audlin,* N.J. Mendelsohn,” J. Roggenbuck,’
and G.R. Cutting'*

'DNA Diagnostic Laboratory, Institute of Genetic Medicine, Johns Hopkins University, Baltimore, Maryland

“Genome Technology Branch, National Human Genome Research Institute, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland
*Children’s Hospitals & Clinics of Minnesota, Minneapolis, Minnesota

Received 26 September 2008; Accepted 25 February 2009



Czy zmiany synonimiczne sg neutralne?

A “Silent” Polymorphism in the MDR1
Gene Changes Substrate Specificity

Chava Kimchi-Sarfaty,*t Jung Mi Oh,{$ In-Wha Kim, Zuben E. Sauna,
Anna Maria Calcagno, Suresh V. Ambudkar, Michael M. Gottesmant

Synonymous single-nucleotide polymorphisms (SNPs) do not produce altered coding sequences,
and therefore they are not expected to change the function of the protein in which they occur.
We report that a synonymous SNP in the Multidrug Resistance 1 (MDR1) gene, part of a haplotype
previously linked to altered function of the MDR1 gene product P-glycoprotein (P-gp), nonetheless
results in P-gp with altered drug and inhibitor interactions. Similar mRNA and protein levels,

but altered conformations, were found for wild-type and polymorphic P-gp. We hypothesize that
the presence of a rare codon, marked by the synonymous polymorphism, affects the timing of

cotranslational folding and insertion of P-gp into the membrane, thereby altering the structure of

substrate and inhibitor interaction sites.

triphosphate (ATP)-binding cassette

(ABC) transporter ABCB1 or P-gp, 1s
an ATP-driven efflux pump contributing to the
pharmacokinetics of drugs that are P-gp sub-
strates and to the multidrug resistance of cancer
cells (/, 2). To date, more than 50 single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) have been
reported for MDR1 (www.ncbi.nlm.nih.gov/
SNP/GeneGt.cgi?genelD=5243). One of these,
a synonymous SNP in exon 26 (C3435T), was

The MDR]1 gene product, the adenosine

sometimes found to be associated with altered
P-gp activity (3-6) and, when it appears in a
haplotype, with reduced functionality (7). This
association may be explained in different ways.
Perhaps it 1s because C3435T is in linkage dis-
equilibrium with other common functional non-
synonymous polymorphisms such as G2677T.
In fact, the C1236T (a synonymous SNP),
G2677T, and C3435T polymorphisms are part
of a common haplotype (8, 9). Another possible
explanation is that allele-specific differences in

mRNA folding could influence splicing, pro-
cessing, or translational control and regulation
(10, 11). A third possibility 1s that the effect of
the C3435T polymorphism on the levels of
cell surface P-gp activity or its function 1is
rather modest or drug-specific. Finally, nu-
merous environmental factors are known to
affect the expression and phenotypic activity
of P-gp (12).

To determine whether the C3435T poly-
morphism actually does affect P-gp activity, we
expressed wild-type and polymorphic P-gps in
HeLa cells with the use of a transient expres-
sion system (/3). The same experiments were
carried out on BSC-1 (epithelial cells of Af-
rican green monkey kidney origin), Vero-76
(monkey kidney cells), and 12E1 (CEM human
cells) cell lines (/4), with similar results,

indicating that this phenomenon is not specific
to HeLa cells.

Laboratory of Cell Biology, Center for Cancer Research,
National Cancer Institute, Bethesda, MD 20892, USA.

*Present address: Center for Biologics Evaluation and
Research, Food and Drug Administration, 29 Lincoln Drive,
Room 316, Bethesda, MD 20892, USA.

{To whom correspondence should be addressed. E-mail:
mgottesman@nih.gov (M.M.G.); jmoh@snu.ackr (.M.0.);
kimchi@cber.fda.gov (CK.-S.)

{Present address: College of Pharmacy, Seoul National Uni-
versity, Seoul 151-742, South Korea.
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Innowacje ewolucyjne w genomie



Skad biorg sie nowe funkcje
(geny)

- Mutacje moga zmieni¢ funkcje genu, ale
zwykle z utrata funkcji dotychczasowej

- Prawdopodobienstwo powstania nowego
genu de novo (np. z sekwencii
niekodujace)j) jest mate

- Rozwigzanie - duplikacje

Susumu Ohno (1928-2000)



Duplikacje

Nacisk selekcyjny na oba geny Nacisk selekcyjny tylko na jeden z gendéw

e — e — = e —
Geny pozostaja podobne Jedna kopia zanika Jedna kopia nabywa
nowgq funkcje

T.A. Brown. Genomy Ill, PWN 2009



|iczba genow wzrastata w historii zycia

30,000
4
25,000
°
20,000 |- s Bacteria
& ¢ Eukaryotes
% ® Viruses
S 15,000 | A Archaea
O 4
10,000
y SR 4
5,000 | R S
4
,/'
O —‘ A L | | | |
105 106 107 108 109 1010

Genome size

FIGURE 7.3. Genome size vs. number of protein-coding genes. The number of genes is highly cor-
related to genome size for bacteria, archaea, and viruses, but less so for eukaryotes. Many archaeal
points (blue triangles) are hidden under bacterial ones (yellow squares).

Evolution © 2007 Cold Spring Harbor Laboratory Press



Ewolucja globin

Duplikacja genu (600 min. lat)

Dywergencja gatunkow (75 min. lat)

Cztowiek M

Z
(N © SR R S : o

W
v . v
Ortologi

Paralogi Paralogi



Paralogi | ortolog

+ Paralogl — geny homologiczne w tym samym genomie, powstate w wyniku
duplikacji genu - np. a-globina | 3-globina cztowieka

- Ortologi — geny homologiczne powstate w wyniku specjacji, pochodzace od
genu u wspolnego przodka — np. a-globina cztowieka 1 a-globina myszy



Ewolucja genow opsyn

600 mln. lat 35 mlzn. lat

Przodkowie kregowcow Wiekszosc ssakow Matpy Starego Swiata
5 f (cztowiek)

Widzenie jednobarwne Widzenie dwubarwne Widzenie trojbarwne



Ewolucja widzenia barw




Geny HOX - regulatory rozwoju
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Duplikacje catych genomow

Zmianie moze ulec liczba chromosomow L a B B am o mm m e 3
TeYTTYTYTY
Podwojeniu moze ulec caty genom Mysz = & aeses
1+ {0
Hipoteza 2R (hipoteza Ohno) — podwojenie ‘ C o e
Lancetnik

genomu na poczatku ewolucji kregowcow

2 rundy podwojenia

np. geny Hox

Drosophila

28—/ 080

iab  pb Dfd Scr  Antp Ubx AbdA AbdS

Caenorhabditis

= {1 {1 -
ceh-15 ceh-13 mab-5 ceh-11
Parzydetkowce
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Blatka sktadajg sie z domen

Tasowanie domen — kombinatoryka w biatkach.



Wspdlne motywy w roznych

genaCh . Domena Fn

. Domena EGF

- Mozemy stawiac hipotezy dotyczace |
funkcji nieznanych biatek na podstawie @ Domena kringle
motywow znajdowanych w sekwencji.

- Podstawa wiekszosci wspotczesnych
badan biochemicznych!!




Ewolucyjne Klocki

+ /tozone siecl wspoifzaleznosci — ztozonos¢ budowana przez oddziatywania |
kombinacje, a nie liczbe elementow skiadowych

- Nowe elementy przez duplikacje istniejacych

SILEEHOIHE ASILHNOD)




Ewolucyjna zmiennosC genomow

- U Eukaryota sktad genomu zmienia sie powol

+ WiekszosC genow cziowieka (>95%) ma odpowiedniki w genomie myszy,
zaby Itp.

+za roznice odpowiadajg subtelne zmiany regulacji | wspotdziatania genow

- U Prokaryota (bakterie, archeony) duze roznice w zestawie gendw nawet u
blisko spokrewnionych organizmow



Syntetyczna teoria ewoluci

- Tzw. “wspotczesna synteza” (modern synthesis)

Potgczenie teoril doboru naturalnego z genetykag
- klasyczna (pierwsza potowa XX w.)

- molekularng - ewolucja molekularna

- Neodarwinizm

* niezbyt jasne definicje:

- nurt STE ktadacy nacisk na role doboru

+ synonim ST



Aktualna dyskusja

Cichlids from Lake Tanganyika

(left) and from Lake Malawi (right)
evolved similar body shapes.

ionary

Does evolut
theory need areth

Researchers are divided over what processes should be considered fundamental.

POINT

ink?

COUNTERPOINT

No, all is well

Yes, urgently

Nature 514, 161-164 (09 October 2014) doi:10.1038/514161a



Status STE

- Trwajg dyskusje dotyczace wigczenia do teorii ewoluc)i takich zjawisk, jak:
*epigenetyka
+ plastycznoscC rozwojowa | fenotypowa

- ksztattowanie niszy przez organizm (dobodr jako proces dwukierunkowy)

* Symbioza na poziomie genomu

+ 0g0Inie - nie zawsze ewidentne przetozenie genotypu na fenotyp
(dostosowanie)



Podstawowa watpliwosé

-+ Czy allelom pojedynczych genow mozna przypisywac okreslony wspotczynnik
selekc)i”?

- Oddziatywania genetyczne

-+ /darza sie, ze mutacja jest korzystna w jednym tle genotypowym, a w innym
- niekorzystna



Status STE

- Na gruncie nauki nie jest podwazana idea ewolucji biologicznej, ani je]
zasadniczo darwinowski mechanizm (losowa zmiennosc¢ | dobor)

+ Dyskusje w obrebie TE nie sg podstawag do je] odrzucenia

- Odrzucanie TE zawsze ma motyw pozanaukowy (religijny), niezaleznie od prob
prezentac) na gruncie naukl

- “Inteligentny projekt” - proba przedstawienia kreacjonizmu jako teorl
naukowe



Powstanie | najwczesnie|sze dzieje zycia

Od abiogenezy do LUCA



Czym jest zycie”?

metabolizm

_|_

iINnformacja
(replikacja)



(A)biogeneza

—wolucja jest wiasciwoscig organizmow zywych

- Zycie = ewolucja

Powstanie zycia z materii nieozywione] nie byto zjawiskiem ewolucyjnym
- trudnosci z wyjasnieniem abiogenezy nie moga byc traktowane jako zarzut wolbec teorii ewoluci
+ wiasciwe dziedziny:

- fizyka (teoria ztozonosci, teoria samoorganizacii, termodynamika_

* chemia

+ planetologia



Koncepcje apiogenezy

- Powstanie informacii
- kluczowe powstanie zdolnosci (samo)replikacii
+ powigzanie genotypu z fenotypem — mozliwoscC dziatania doboru

+ progenota

- Powstanie metabolizmu
- kluczowe powstanie samoorganizujgcej sie sieci metaboliczne
- powielanie struktury nie na zasadzie replikacji matrycowe;

- replikacja “wynaleziona” pdzniej



Czas | scena

é o
O
3 o
, : Last
04 universal
Formation Stable Prebiotic Pre-RNA RNA First DNA/ common
of Earth hydrosphere chemistry world world protein life ancestor
4.5 4.2 4.2-4.0 ~4.0 ~3.8 ~3.6 3.6—present

Time (billions of years ago)

FIGURE 4.4. Steps in the origin of life.
4.4, modified from Joyce G.E, Nature 418: 214-221, © 2002 Macmillan, www.nature.com

Evolution © 2007 Cold Spring Harbor Laboratory Press

Istniejg tez koncepcje umieszczajace czese z tych etapdw poza Ziemig



Prenistoria zycla

Pre-RNA RNA RNA/protein DNA/RNA/protein
worlds world world world

Sulfate reducers, anoxygenic phototrophs,
and methanogens (?7)

Formation of Stable LCA Apex formation Oxygen-rich

Earth hydrosphere microstructures atmosphere
4.5 4.2 ~4.0 e P 34 ~2.8-2.5

Billions of years ago
Modified from Becerra et al. (2007)



Pierwsze slady zycia

Skamieniatosci ze Strelley Pool

Wspotczesne stromatolity

czert Strelley Pool, Australia — wiek 3,4 mid lat,
(Brasier et al. 20006)

Piloara Craton - wiek 3,5 mld lat
(Van Kranendonk et al. 2008)

skamieniate maty mikroorganizmow - stromatolity

A close-up, cross-section view of the interior of a domical
stromatolite. The black layers are the "cooked™ organic remains of
Early Archean microbial mats.

Credit: Abigail Allwood




Najstarsze slady zycia

- Odkryte w 2016 r. w skatach z Grenlandii

Geology: Evidence of life in Earth's oldest rocks

- Mozliwe slady stromatolitdw Abigail C. Allwood
Nature 537, 500-501 (22 September 2016) | doi:10.1038/nature19429

- Wiek: 3,7 miliarda lat




Prenistoria zycla

Pre-RNA RNA RNA/protein DNA/RNA/protein
worlds world world world

Sulfate reducers, anoxygenic phototrophs,
and methanogens (?7)

Formation of Stable LCA Apex formation Oxygen-rich

Earth hydrosphere microstructures atmosphere
4.5 4.2 ~4.0 e P 34 ~2.8-2.5

Billions of years ago
Modified from Becerra et al. (2007)



Poczatki Ziemi

4,5 miliarda lat temu, ok milion lat po
utworzeniu Uktadu Stonecznego

brak atmosfery, powierzchnia — ptynna
skata

bombardowanie meteorytami




Poczatki Ziemi

- Zderzenie Ziemi z jej satelitg (Theia)
doprowadzito do:

-+ powstania Ksiezyca
» nhachylenia osi obrotu Ziemi

+zalnicjowania cyrkulacji magmy pod
skorupa (astenosfera)

+ poczatek zjawisk wulkanicznych,
tektonika ptyt




Poczatkl atmostery

+ Ostudzenie powierzchni Ziemi

- Emisja gazow w wyniku dziatalnosci wulkanicznej

sktad gazow wulkanicznych:

H,O 95%
CO; |-2%
SO 1,5-2,5%
H2S 0,01-0,1%
HCI 0,005%

+ obecny wczesnie| azot




Plerwotna atmostera

+ Po ochtodzeniu powierzchni woda przeszta do fazy ciekie]
+ Czes¢ CO2 osadzita sie w mineratach
+ /Zwigzki wegla, siarki, fosforu rozpuszczajg sie w wodzie

- Atmostfera beztlenowa, bogata w azot, dwutlenek wegla, zwigzki siark



Eksperyment Millera - Ureya

—Electrodes

Spark discharge
To a
vacuum «— ={ &

pump

Gases

— Water out
——Condenser
<«— Water in

—Water droplets

\ gr—
= | Water containing
- organic compounds
Boiling water . ,
_ < Liquid water in trap

FIGURE 4.6. The apparatus used in the Miller—-Urey experiments. (A) Recreation of the original ap-
paratus. (B) Diagram of the apparatus.

4.6A, photo courtesy of NASA

Evolution © 2007 Cold Spring Harbor Laboratory Press



Prebiotyczna synteza
ZWigzkOow organicznych

Liczne proste zwigzki organiczne mogty

powstaé w warunkach wczesnej Ziemi Ca(OH), >usars, including a
CH,O ———> small amount of
ribose

Electric Ami ids,
CH, + NH; + H,0 s rioer
: discharge inciuding giycine

Aqueous

HCN — > Adenine
ammonia

Cyanate ,
HC=C—C=N —» C(ytosine
or urea

4.8, redrawn from Orgel L.E., Trends Biochem. Sci. 23: 491-495, © 1998 Elsevier

Evolution © 2007 Cold Spring Harbor Laboratory Press



Chemia prebiotyczna

- Tzw. “ciepty bulion” (Oparin, Haldane, Miller-Urey)

- Zwiekszenie stezenia prekursorow (uzyskanych przez wytadowania elektryczne
w atmosferze redukujace)) przez cykliczne wysychanie ptytkich zbiornikOw

- Problem: pierwotna atmosfera nie byta az tak silnie redukujaca (duzo Nz i COo)



Chemia prebiotyczna

kominy hydrotermalne

- Gunter Wachtershauser — swiat
zelazowo-siarczkowy

Mineraly (ity) jako pierwotne replikatory

- Alexander G. Cairns-Smith — “genetic
takeover”




Zycie mineralne?

- Alexander G. Cairns-Smith — “genetic
takeover”

. Zycie oparte na mineratach
(glinokrzemiany, ity)

- Replikacja przez odtwarzanie zaburzen

struktury krysztatu przy osadzaniu sie na
nim kolejnej warstwy

- Metabolizm — kataliza na powierzchni
Krysztatu

- Pdzniej “przejecie witadzy” przez kwasy
nukleinowe



Kataliza powierzchniowa

- Niezaleznie od modelu, powierzchnia
mineratow jest dobrym srodowiskiem do
syntezy

Clay layer

- mikronierownosci, fadunki
powierzchniowe

Trapped

molecule \‘ Simple

amino ac

- Czy mogty tworzy¢ cykle proto-
metaboliczne?




Abiotyczna synteza polinukleotydow

- Poly (dA)

4 S

— 40 bases
— 30 bases
—20 bases

—10 bases

0 10 20 30 45 60 90 120 180 240
Time (min)

FIGURE 4.12. Polymerization of oligonucleotides by UV cross-linking. A

solution of a DNA oligomer (10 bases long) was exposed to UV irradiation o~ starting
for different lengths of time. Longer exposures generated longer polymers. poly-
2 4 6 8 10 nucleotide
Number of successive

4.12, reprinted from Lewis R.]. et al., Nature 298: 393—396, © 1982 Macmillan,
www.nature.com

baths

Figure 17-13 Evolutionary Analysis, 4/e
© 2007 Pearson Prentice Hall, Inc.

Evolution © 2007 Cold Spring Harbor Laboratory Press ng aCJa po||nuk|eotyd OW Nna katalizatorze
glinokrzeminanowym



Co byto najpierw??

+ Metabolizm (Oparin, Dyson)
- Zalezny od informacji genetycznej (kodowane enzymy)
- Replikacja (Eigen)

- Zalezna od metabolizmu (enzymy replikujgce DNA)




Swiat RNA: metabolizm +
replikacja

- RNA moze wykazywac aktywnosc
enzymatyczng (metabolizm)

- Rybozymy - enzymy o centrum
katalitycznym zbudowanym z RNA

-+ W oparciu o jeden rodzaj czgsteczek
mozna zbudowac uktad zdolny do replikaciji
(zasada komplementarnosci nukleotydow) i
metabolizmu




RNA moze tworzyC rozne struktury
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Downstream
°

G-binding
site

Upstream
-

RNA katalityczne

- Thomas Cech (1982) — intron w

Tetrahymena sam sie wycina

Linear i

S
QGGGAGG

ntron

+

cCucucuu

Spliced RNA

wed)

(exons jour

Nagroda \a 1989



(A)

RNA katalityczne 5 00

- Sidney Altman (1983) — RNaza P (enzym
thacy prekursory tRNA) sktada sie z biatka i
RNA, to RNA jest katalizatorem

2 Pre-IRNA

RNase P in Bacteria W)

1 large RNA
rnpB - 377nt (140kDa)

1 small protein
rnpA - 119aa (14kDa)

34
wesk




RNA syntetyzuje biatko

P site A site

E site

Protubérance centrale
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RNA wycina introny

doi:10.1038/naturel2734

RNA catalyses nuclear pre-mRNA splicing

Sebastian M. Fica'**, Nicole Tuttle’*, Thaddeus Novak®, Nan-Sheng Li*, Jun Lu®, Prakash Koodathingal®, Qing Dai’,
Jonathan P. Staley” & Joseph A. Piccirilli**

2013
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Prenistoria zycla

Pre-RNA RNA RNA/protein DNA/RNA/protein
worlds world world world

Sulfate reducers, anoxygenic phototrophs,
and methanogens (?7)

Formation of Stable

LCA Apex formation Oxygen-rich

Earth hydrosphere microstructures atmosphere
4.5 4.2 ~4.0 ~3.5 34 ~2.8-25

Billions of years ago
Modified from Becerra et al. (2007)



Swiat RNA

+ RNA petnigce role metaboliczng (enzymy) i informacyjna (matryca)

- Poczatki oddziatywan RNA-aminokwasy — poczatki kodu genetycznego



Swiat RNA

10 “OH l HO OH
Vol 459 14 May 2009 |doi:10.1038/nature08013 naoare HO =0 -
_,-‘ OH 4 (p)
OH h
LETTERS o
‘ K{ O._-OH
o o o o o o o o H& ~°k— -
Synthesis of activated pyrimidine ribonucleotides in 1 =N HO ~ DOHa4
prebiotically plausible conditions T - o' 5 O NH2
Matthew W. Powner', Béatrice Gerland' & John D. Sutherland’ ‘ "I"'{?‘:’N
S l—:_-..
N O -H,0
3
NH.
HO [l
O« _N-_-N
C 7
. O
- HO 2 OH
HO .:.R:-.on_i i
0 0- P NH
HO ' P' HO [-- IT :
o~ | KO NN
~ e 8
HO 13\0 O‘,:P;‘o
O O 1

Figure 1| Pyrimidine ribonucleotide assembly options. Previously assumed
synthesis of -ribocytidine-2",3"-cyclic phosphate 1 (blue; note the failure of
the step in which cytosine 3 and ribose 4 are proposed to condense together)
and the successful new synthesis described here (green). p, pyranose; {,
furanose.



Rybozym zdolny do syntezy
RNA

- Wyselekcjonowany w laboratorium

Wcigz nie autonomiczna replikaza

ATP TP ATP

*cugccaa CIP

3'GACGGUUGGCA..

igure 17-8a Evolutionary Analysis, 4/e
2007 Pearson Prentice Hall, Inc.

3 GACGGUUGGCACGC
0 2 4 6

GTP

CTP UTP
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Autokatalityczna ligaza RNA
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Autokatalityczna ligaza RNA

Y Y
=T AeBeT
- _L i / ©2002 by National Academy of Sciences

\\
TeT

Paul N, Joyce G F PNAS
2002;99:12733-12740



Problemy swiata RNA

- Ograniczona zdolnos¢ magazynowania
informacji w pojedynczym replikatorze
(ilos¢ informacji mozliwej do zakodowania
jest odwrotnie proporcjonalna do czestosci
btedow replikacji — granica Eigena)

- Rozwiagzanie - sieci wspotdziatajacych
replikatorow (hipercykle)

- ,Samolubne RNA” w sieci replikatorow

*  rozwigzanie — wydzielenie hipercyklu
btong | specjalizacja




Kooperacja | samoorganizacja

ARTICLE

doi:10.1038/naturel1549

Spontaneous network formation among
cooperative RNA replicators

Nilesh Vaidya', Michael L. Manapat?, Irene A. Chen®t, Ramon Xulvi-Brunet®, Eric J. Hayden* & Niles Lehman'

Nature, 2012 Nov 1;491(7422):72-7

Samoorganizujgce sie sieci rybozymow (2012) - potwierdzone doswiadczalnie



Kooperacja czy samolubnosc

. N
.........

-
----
--------

R )Autocatalysis

Diversification

Hypercycle

Cooperativity



Samoorganizacija sieci RNA

Rybozym pochodzacy z intronu Azoarcus (Proteobacteria)
Pofragmentowany ma zdolnos¢ do autokatalitycznej ligacji fragmentow
+ Stworzono warianty o roznej sekwenciji | podobnych wtasciwosciach

Na ich podstawie stworzono warianty zdolne do ligowania innych wariantow



Rybozym Azoarcus

W

4 i ’/~ A tS__/ "
X ] N Y
X

Inactive RNA fragments

Active trans complex



Samoorganizacija sieci RNA

] [ ] [ | ] 5’
- Rybozymy zdolne do katalizy ligacji innych 5 h[g b
: , - A N Target 2000 G
wariantow tworza cykle autokatalizy ¢S
c— N 6o °~¢ 55-mer
G- I
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. - o 4
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Kooperacja |est skutecznie|sza
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/wiekszenie liczby fragmentow

0.6
Ws
Xs Four-piece
assembly
0.4 Ys
Zs

[WeXeYeZ] uM

>_
2)

15% 62% 23%
0.0

4 8 12
Time (h)
Tworzg sie sieci, ktorych wiekszos¢ wymaga kooperacii.
/10zon0SC w ewolucji in vitro przyrasta.
N Vaidya et al. Nature Nature, 2012 Nov 1;491(7422).72-7 doi:10.1038/nature11549



Alternatywy dla RNA

RNA jest czgsteczkg mato stabilng

chemicznie

Alternatywy — zastgpienie szkieletu rybozo-
fosforanowego

a) DNA (RNA)

P H (OH)
@o/ \o‘ 0 Base
\Oﬁ
. H(OH)

b} HNA (ANA)

c) TNA

d) (S)-GNA



Prebiotyczna biochemia®?
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Prebiotyczna biochemia®?

Czasteczki niezbedne do syntezy RNA mogty powstacC w pierwotnych sieciach
metabolicznych

A Water B Ocean components, Fe(lll) € Archean ocean, Fe(ll) D modern pathway
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Powstanie bton — pierwsze prakomorki

- Samoorganizacja lipidow amfipatycznych w struktury mogace otaczacC prakomorki

Q_ C{ /O '7 Monolayer at interface
$ 7073 o KB« TTTTTIITTTTTTeT
Fogoo B8 AUMMMILILL

Micelle Bilayer membrane

Amphiphiles in liquid solution Hydrophobic ] L Hydrophilic
carbon chain tail head group

- Takie lipidy mogty powstawac w warunkach prebiotycznych, a nawet w kosmosie

- Wyodrebnienie prakomaorek btong nastgpio wczesnie w ewoludii

Deamer et al. (2002), Astrobiology 2(4)



Ewolucja kodu

Oddziatywania RNA — aminokwasy (pra-
tRNA)

rybozymy syntetyzujgce

uniwersalny rybosom pojawit sie poznie;j

A

Amino acids B <
Adaptor Rr{‘ \ A l;: Ribonucleotides
% Coding component Ribozyme < \
Ribozyme
component bt Coding RNA
i Amino acids
Adaptor RNA

—7 \




Aminoacylacja RNA przez prosty rybozym

FFFF rrr bFr FE
substrate I:F F FE I:FFF FFFFF P8
3 x T« ' x?
5 Y \ - :
1 A
| 4 w 4
CmGmu(G |
3 Yu=G , I:EF ':IEF 6
enzyme > <

A

Figure 5. The minimal GCCU/GUGGC ribozyme
system [10].

‘ .
FFFFF F 5
E FFFFF
b i 4

w s b O 9

’ I:FFFF FFFFF 4
I:FFF I:FFF 3
The meaning of a minuscule ribozyme =L I

GUGGC + GCCU =—» GUGGC:GCCU 3 i
U |

Phil. Trans. R. Soc. B 2011 366, doi: 10.1098/rstb.2011.0139 GUGGC:GCCF&’?' FEENE =% FF ' I:F Pl

Michael Yarus e



Ewolucja kodu

Plerwszy kod byt mnigj] specyficzny
+ rozrozniane mniej aminokwasow

+ rozrozniane grupy aminokwasow

—wolucja przez
- zwiekszanie liczby kodowanych aminokwasow
- zwiekszanie specyficznosci

- Czy kod od poczatku byt trojkowy”?

+ moze wyewoluowat z dwojkowego, ale z przecinkiem (trzeci nukleotyd nieznaczacy)



Ewolucja biatek

Pierwsze peptydy byly bardzo krotkie

Do dzisiaj w biatkach slady budowy z

powtarzajgcych sie krotkich motywow ® Domona F

. Domena EGF
@ Domena kringle

I Domena proteazy




Geny | muzyka — Susumu Ohno

- Ohno S, Ohno M. 1986. The all pervasive principle of repetitious recurrence
governs not only coding sequence construction but also human endeavor Iin
musical composition. Immunogenetics 24:71-78

- Ohno S. 1987. Repetition as the essence of life on this earth: music and
genes. Haematol. Blood Iransfus. 31:511-518

- Ohno S. 1993. A song In praise of peptide palindromes. Leukemia 25:157-159
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Muzyka sekwencj

HMAN X-LINGED PHOSPHOGLYCERATE KINASE

ASP
T G A GAG T CG6G ACT

LYS P LEU
ANG C A T C A G E A

Fig. 3. Musical transformation of the first 52 codons of the human X-linked phosphogiycerate kmsc coding sequence (Singer-Sam et al. 1983) in D minor
and with a time signature of */,. As the piece was written for the violin, only the treble clef musical score is given



Muzyka sekwenciji
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to the dictate specified in Figure 2. The amino acid sequence encodable by the longest open reading frame is also shown. The principal subject transcribable

Fig. 4. Transcription of the initial portion of the treble clef musical score of the Nocturne, opus 55, no. 1 by Frederic Chopin to the base sequence according



FPowstanie DNA

- Reduktaza rybonukleotydow 260 -6
[
25
077 \O,/,'/P\O O Base
O O
- Enzym obecny we wszystkich gateziach HO

Ribonucleotide

drzewa zycia — bardzo stary
l Ribonucleotide

reductase
09
077 o7 N0\ 0, fe
O O

HO H

Deoxyribonucleotide

FIGURE 4.15. Ribonucleotide reductase. In modern organisms, deoxyri-
bonucleotides are synthesized from ribonucleotides using the enzyme ri-
bonucleotide reductase. This is consistent with deoxyribonucleotide synthe-
sis being a more recent invention than ribonucleotide synthesis.

Evolution © 2007 Cold Spring Harbor Laboratory Press



L UCA

Extant organisms

Extinct
|l“93995 Most recent common ancestor of all

& extant organisms.
Also known as: LUCA (for last
universal common ancestor); the
X

‘ Primordial form
(the first living
thing)

Figure 17-1 Evolutionary Analysis, 4/e
© 2007 Pearson Prentice Hall, Inc.



Jaki byt LUCA?

- Na podstawie zestawu gendw obecnych we wszystkich gateziach drzewa zycia

+ problem — horyzontalny transfer genow (przeszacowanie zestawu gendw
plerwotnych)

- Organizm o budowie komorkowej zblizony do wspotczesnych prokariontow

- Poprzedzat rozejscie sie linii Bacteria, Archaea | Eukarya



Prokaryota — nie sg jedna grupa

Tree of Life

Bacteria

Archaea

o Carl Woese (1928 - 2012)

L UCA - Last Universal Common Ancestor



Hipoteza eocytow

- By¢ moze Eukaryota (jadro) to jedna z
gatezi Archaea

- Dwie, a nie trzy domeny drzewa zycia

-

Monophyletic Archaea

Eukaryota

Euryarchaeota

____________________________

4 Eocytes/Crenarchaeota

—< Thaumarchaeota

Aigarchaeota
Korarchaeota

7

- acteria

Three-domains hypothesis

b Paraphyletic Archaea

Euryarchaeota

T Eukaryota

_______ - em wm e . e e e R e R R R R R R R R R R R R R e e e e e e e e e )

Thaumarchaeota

4 Eocytes/Crenarchaeota

Aigarchaeota
TACK ¢ Korarchaeota TACK

¢ Bacteria

Eocyte hypothesis

An archaeal origin of eukaryotes supports only two
primary domains of life

Tom A. Williams, Peter G. Foster, Cymon J. Cox & T. Martin Embley

Affiliations | Contributions | Corresponding author

Nature 504, 231-236 (12 December 2013) | doi:10.1038/nature12779
Received 17 June 2013 | Accepted 14 October 2013 | Published online 11 December 2013

¥, citation [ Reprints = % Rights & permissions Article metrics

The discovery of the Archaea and the proposal of the three-domains ‘universal’ tree, based on
ribosomal RNA and core genes mainly involved in protein translation, catalysed new ideas for
cellular evolution and eukaryotic origins. However, accumulating evidence suggests that the three-
domains tree may be incorrect: evolutionary trees made using newer methods place eukaryotic
core genes within the Archaea, supporting hypotheses in which an archaeon participated in
eukaryotic origins by founding the host lineage for the mitochondrial endosymbiont. These results
provide support for only two primary domains of life—Archaea and Bacteria—because eukaryotes
arose through partnership between them.



Gospodarz endosymbiozy byt
archeonem

Lokiarcheota - monofiletyczna
grupa Archaea, odkryta w
badaniach metagenomicznych
(2105 r.)

Najblize] spokrewniona z Eukaryota

Posiada geny kodujgce biatka
umozliwiajgce tworzenie ztozonych
struktur bfonowych

Tak mogt wygladac gospodarz
endosymbiozy, ktora data poczatek
Eukaryota
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Co potrafit LUCA

- transkrypcja, translacja (kod odpowiadajgcy wspotczesnemu)

+ metabolizm energetyczny oparty na ATP

+ synteza dtugich tancuchow DNA
- biatka btonowe

- ok. 600 genow

- Ale nie wszyscy sie zgadzaja:

+ prosty, niewiele genow, bez wspotczesnego systemu replikacji genomu (Koonin 2003)



Genom LUCA: DNA czy RNA

- Wiele biatek metabolizmu DNA homologicznych w catym drzewie zycia (gyrazy,
topoizomerazy)

- Ale nie polimerazy

- Koonin — LUCA miat genom RNA

- Forterre - DNA jako materiat genetyczny pochodzi od wirusow



Genom LUCA: DNA czy RNA"

- Ale...
+  monofiletyczna reduktaza rybonukleotydow

 mato prawdopodobne niezalezne powstanie reduktazy rybonukleotydow —
reakcja kosztowna termodynamicznie

- zachowane podobienstwo sekwencji miedzy trzema domenami sugeruje
dosyC wierng replikacje u LUCA — trudno uzyskac z RNA



Genom LUCA: DNA czy
RNA?

- domena “dtoni” (palm domain) wszystkich
polimeraz DNA i odwrotnych transkryptaz
ma wspolny (homologiczny) fatd ~150
aminokwasow

- katalizuje tworzenie wigzan
fosfodiestrowych

- mogta byc replikazg i transkryptaza

- fatwe przejscie od replikazy RNA do
polimerazy DNA




L UCA jako wspolnota genow
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Czy LUCA byt hipertermofilem?

- Aquifex | Thermotoga to wczesnie odgateziajgce sie grupy Bacteria

- Sg termofilami I hipertermofilami, podobnie jak pierwotne Archaea

- Czy tolerancja wysokich temperatur byta pierwotng cechg LUCA?

- Niekoniecznie:

Pozycja tych linit w drzewie jest podwazana

- Cechy warunkujgce termofilie mogty sie przenosic w HGT
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Termoredukcija

- Nie ma hipertermofilnych eukariontow
+  RNA sg niestabilne w wysokich temperaturach

- Eukarionty nie sg w stanie zaadoptowac sie do wysokich temperatur ze
wzgledu na degradacje mRNA

- Bakterie wyewoluowaty swd] model ekspresji (brak btony jadrowe],
sprzegniecie translacji z transkrypcja) jako adaptacje do wysokich temperatur
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Hipotezy alternatywne

* Przesuniecie niektorych etapow prehistorii zycia poza Ziemie
+  kKosmiczne pochodzenie prostych czgsteczek organicznych

+  kOosmiczne pochodzenie zycla - panspermia



Panspermia

Plerwsze czasteczki biologiczne, a nawet organizmy nie powstaty na Ziem
- Czagsteczki organiczne, aminokwasy w materiale kosmicznym
Problem ustalenia warunkow poczatkowych

- Jezeli nie wiemy, gdzie powstawato zycie, nie mamy mozliwosci
formutowania hipotez

‘Panspermia ukierunowana” — zycie celowo “zasiane” na Ziemi prze:
cywilizacje (Orgel & Crick, 1973)




Czgsteczki organiczne z
kosmosu

Meteoryt z Murchinson
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Btony z Kosmosu

- Struktury lipidowe tworzone przez ekstrakty
materiatu z meteorytu z Murchinson (gora)

+ Struktury tworzone w reakcjach
fotochemicznych z materiatu nasladujacego
l0d z przestrzeni kosmicznej (Srodek)

Deamer et al. (2002), Astrobiology 2(4)

FIG. 3. Phase (A) and fluorescence (B) micrographs of
membranous vesicular structures formed from a
Murchison meteorite extract (Deamer, 1985; Deamer and
Pashley, 1989, upper panel) compared with a vesicular
structure produced in the extract from an interstellarice
analog (Dworkin ef al., 2001, center panel). Both the me-
teoritic vesicles and those synthesized photochemically
from compounds in the ice analog have the ability to cap-
ture pyranine, a fluorescent anionic dye. Lower panel:
Vesicles formed by a 20 mM decanoic acid/decanol mix-
ture (1:1) at pH 8.0. Such vesicles readily encapsulate

macromolecules as large as ~600-bp double-stranded
DNA, shown on the right. The DNA has been stained with
acridine orange.
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Astrobiologia

Aby szukacC zycia poza Ziemig nalezy zrozumiec, jak powstawato na Ziemi

Europa (ksiezyc Jowisza), © Wikimedia ytan (ksiezyc Saturna), © Wikimedia, New Scientist
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Conservative Selection of Potentially Habitable Exoplanets PG—.

0.1 to 10 Earth Masses or 0.5 to 2.0 Earth Radii, Conservative Habitable Zone for Super-Earth Planets
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