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Streszczenie

Rozprawa doktorska dotyczy wzajemnego oddziatywania presji mutacyjnej i selekcji
na poziomie aminokwasowym w ksztalttowaniu uzywalno$ci kodonéw synonimicznych w
standardowym i alternatywnych kodach genetycznych.
Celem pracy byto zbadanie wplywu selekcji na poziomie aminokwasowym na uzywalnos¢
kodonéw synonimicznych przy uzyciu ro6znych macierzy selekcyjnych, aby zbadac jakie
wilasciwosci fizykochemiczne aminokwasow sg istotniejsze w procesie selekcji. Analizy
poszerzono o alternatywne kody genetyczne aby przeanalizowac jak struktura przypisan
kodonow do aminokwasoéw wptywa na site selekcji oraz sprawdzi¢ czy struktura kodow
genetycznych moze istotnie wptywac na presj¢ selekcyjng na poziomie aminokwasowym
ksztaltujaca uzywalno$¢ kodonow synonimicznych. W tym celu stworzono model
symulacyjny oparty na procesie Markowa typu UNREST, ktory — w przeciwienstwie do
modeli odwracalnych w czasie ( time-reversible) — pozwala na uchwycenie asymetrii
mutacyjnych i selekcyjnych. Podj¢to tez probe oszacowania sity selekcji na poziomie

aminokwasowym dla rzeczywistych genomow. Rozktady stacjonarne zostaty generowane z



rozktadow Dirichleta. Uzyskane wyniki wskazuja, ze selekcja aminokwasowa modyfikuje
uzywalno$¢ kodonoéw, powodujac odchylenie od wartosci przewidywanych wylacznie na
podstawie presji mutacyjnej. Ogranicza ona zwlaszcza powstawanie kodonow
nonsensownych i mutacji prowadzacych do radykalnych zmian chemicznych reszt
biatkowych. Wykazano, ze sktad nukleotydowy w istotny sposéb modyfikuje sit¢ dziatania
selekcji: przewaga adeniny i tyminy zwigcksza wptyw selekcji na poziomie aminokwasowym
na uzywalnos$¢ kodonow synonimicznych, gdyz kodony AT cze$ciej ulegaja mutacjom do
kodonéw stop, natomiast bogactwo w cytozyng i guaning ostabia presje selekcyjna,
zapewniajac bardziej konserwatywne mozliwosci substytucji. Przeprowadzone analizy
wykazaty takze, ze alternatywne kody genetyczne, w ktorych kodony stop zostaty przypisane
do aminokwasow, charakteryzujg si¢ wigksza spojnoscia blokow kodon—aminokwas oraz
mniejszym prawdopodobienstwem mutacji letalnych. Dodatkowo praca obejmuje analizy
rzeczywistych genomoéw (Escherichia coli, Thermus thermophilus, Plasmodium falciparum),
ktorych wyniki wskazuja na udziat selekcji aminokwasowej w ksztaltowaniu uzywalno$ci
kodonéw i pozostaja w zgodzie z wynikami uzyskanymi w symulacjach komputerowych.
Rozktady kodonéw w genomach bakteryjnych odzwierciedlajg kompromis pomiedzy
wplywem mutacji a selekcjg na poziomie aminokwasowym. Stwierdzono, ze zjawisko to nie
jest wyltacznie efektem adaptacji translacyjnej, lecz obejmuje réwniez mechanizmy unikania

mutacji prowadzacych do radykalnych zmian w strukturze bialek.



Abstract

The doctoral dissertation concerns the interaction between mutational pressure and
amino acid level selection in shaping the usage of synonymous codons in the standard and
alternative genetic codes. The aim of the study was to investigate the influence of amino acid
level selection on the usage of synonymous codons using various selection matrices, in order
to determine which physicochemical properties of amino acids are more relevant in the
process of selection. The analyses were extended to alternative genetic codes to examine how
the structure of codon—amino acid assignments affects the strength of selection and to verify
whether the organization of genetic codes can significantly influence amino acid—level
selective pressure shaping synonymous codon usage. For this purpose, a simulation model
based on the UNREST-type Markov process was developed, which unlike time-reversible
models allow capturing mutational and selective asymmetries. An attempt was also made to
estimate the strength of amino acid level selection for real genomes. Stationary distributions
were generated from Dirichlet distributions. The obtained results indicate that amino acid—
level selection modifies codon usage, causing a deviation from the values predicted solely on
the basis of mutational pressure. In particular, it limits the emergence of nonsense codons and
mutations leading to radical chemical changes in protein residues. It was demonstrated that
nucleotide composition significantly modifies the strength of selection: an excess of adenine
and thymine increases the influence of amino acid level selection on synonymous codon
usage, as AT-rich codons more frequently mutate into stop codons, whereas cytosine- and
guanine-rich backgrounds weaken selective pressure by providing more conservative
substitution possibilities. The analyses also revealed that alternative genetic codes, in which
stop codons were reassigned to amino acids, are characterized by greater coherence of codon—
amino acid blocks and a lower probability of lethal mutations. Additionally, the dissertation
includes analyses of real genomes (Escherichia coli, Thermus thermophilus, Plasmodium
falciparum), whose results indicate the contribution of amino acid—level selection to shaping
codon usage and remain consistent with the outcomes of computer simulations. Codon
distributions in bacterial genomes reflect a compromise between the influence of mutation
and amino acid level selection. It was found that this phenomenon is not solely the result of
translational adaptation but also involves mechanisms that prevent mutations leading to

radical changes in protein structure.



Wstep

Ro6zna uzywalnos¢ kodonéw synonimicznych od dawna stanowi jedno z centralnych
zagadnien w badaniach nad ewolucjg molekularng. Wiadomo, ze profil czestosci kodondow nie
wynika wytacznie z presji mutacyjnej, ksztattujacej sktad nukleotydowy genomow, ale
odzwierciedla takze dziatanie selekcji, w tym selekcji na poziomie r6znic we wlasciwosciach
aminokwasdéw. W niniejszej rozprawie podjeto probe zrozumienia, jak oba te procesy
wspoldziataja 1 w jakim stopniu mogg ksztalttowaé uzywalnos¢ kodondéw synonimicznych w
standardowym i alternatywnych wariantach kodu genetycznego.

Tto teoretyczne tej problematyki zostato zarysowane w rozdziale pierwszym, gdzie
opisano histori¢ odkrycia kodu genetycznego, jego degeneracje oraz najwazniejsze koncepcje
tlumaczace zjawisko réznej uzywalnosci kodonéw synonimicznych, a takze omowiono
znaczenie alternatywnych kodow genetycznych jako naturalnego laboratorium ewolucyjnego.
Nastepnie, w rozdziale drugim, przedstawiono cele pracy, koncentrujgce si¢ na ocenie
wplywu selekcji aminokwasowej na uzywalnos$¢ kodonéw w zaleznosci od struktury kodu i
wilasciwosci fizykochemicznych, na ktorych opierajg si¢ macierze selekcyjne.

Podstawy metodologiczne omowiono w rozdziale trzecim. Szczegétowo opisano tam
model mutacyjno-selekcyjny oparty na procesie UNREST, sposob losowania rozktadow
stacjonarnych przy uzyciu rozktadu Dirichleta, a takze charakterystyke wykorzystanych
macierzy kosztow aminokwasowych i zestaw analizowanych kodéw genetycznych.

Rezultaty badan zaprezentowano w rozdziale czwartym, gdzie przedstawiono
zaleznosci migedzy udziatem poszczegdlnych nukleotydow a sitg selekcji, porownano
dziatanie selekcji przy uzyciu zestawu macierzy kosztow aminokwasowych, w kodzie
standardowym i kodach alternatywnych oraz zestawiono przewidywania modelowe z danymi
empirycznymi pochodzacymi z genoméw Escherichia coli, Thermus thermophilus i
Plasmodium falciparum.

Interpretacje uzyskanych wynikdéw zawiera rozdzial pigty, w ktorym odniesiono je do
dotychczasowej wiedzy z zakresu ewolucji kodu genetycznego, teorii minimalizacji btedow i
mechanizmow selekcyjnych, wskazujac jednoczes$nie ograniczenia przyjetego podejscia i
mozliwe kierunki dalszych badan. Prac¢ zamyka rozdziat szosty, w ktérym w syntetyczne;j
formie podsumowano najwazniejsze wnioski, podkreslajac istotny udziat selekcji
aminokwasowej w ksztaltowaniu uzywalnosci kodonéw oraz uwarunkowania modulujace ten

efekt.



1. Wprowadzenie

Rozdzial ten przedstawia rozw6j wiedzy o informacji genetycznej, od badan
Grzegorza Mendla nad dziedziczeniem i p6zniejszych potwierdzen jego praw, poprzez
odkrycie DNA, jako no$nika informacji genetycznej, az po rozszyfrowanie struktury
podwdjnej helisy 1 trojkowego charakteru kodu genetycznego. Omoéwiono w nim standardowy
kod genetyczny, zasady jego organizacji i degeneracji, a takze role¢ kodonéw synonimicznych.
Szczego6lng uwage poswigcono zjawisku réznej uzywalnosci kodonow, ktore ksztattowane
jest przez presj¢ mutacyjng i selekcje, szczegdlny nacisk potozony na selekcje na poziomie
aminokwasowym, ograniczajacg uzycie kodonow mogacych tatwo mutowac¢ w kodony stop
lub do aminokwasow, ktore prowadzityby do radykalnych zmian wtasciwosci biatek. W
rozdziale zaprezentowano takze teorie wyjasniajace powstawanie alternatywnych kodow

genetycznych oraz przyktady ich wystgpowania.

1.1 Informacja genetyczna i DNA

Ludzko$¢ od dawna interesowato, jak cechy sa dziedziczone. Grzegorz Mendel
rozpoczat swoje badania nad dziedziczeniem w grochu zwyczajnym (Pisum sativum) juz w
1856 roku, prowadzac eksperymenty, ktore trwaty do 1863 roku. Swoje wyniki opublikowat
pozniej w 1865 roku w pracy zatytutowane;j: ,, Versuche iiber Pflanzenhybriden”
("Doswiadczenia nad hybrydami roslin”’) (Mendel, 1866). Cho¢ Mendel odkryt prawa
dziedziczenia w tym okresie, to ich znaczenie zostalo w pelni docenione dopiero okoto 1900
roku. W 1900 roku Hugo de Vriesa, Carla Corrensa i Ericha von Tschermaka niezaleznie
potwierdzili prawa dziedziczenia Mendla (Lenay, 2000), (Correns, 1924), (Simunek i in.,
2012). Bateson rozszerzyt badania nad dziedziczeniem o zwierzgta i przyczynit si¢ do
wyodrebnienia genetyki jako oddzielnego obszaru nauki oraz udowodnit, ze prawa Mendla sa
uniwersalne dla wszystkich organizméw (Bateson i Saunders, 1902).

Zrodzito si¢ pytanie, jaki jest nosnik informacji genetycznej. W 1928 Frederick
Griffith przeprowadzit eksperyment, ktory mial ogromny wplyw na rozwoj nauki o
dziedziczeniu. Jego celem byto zbadanie, czy mozna przenie$¢ cechy genetyczne z jedne;j
bakterii na inng. Griffith przeprowadzit eksperyment, w ktorym uzyt dwoch szczepow bakterii
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Streptococcus pneumoniae, jeden wywotujacy chorobe S oraz drugi, bezpieczny i
niewywotujgcy choroby R. Kazdy z nich oddzielnie, a nastepnie zmieszane martwe bakterie
szczepu S z zywymi szczepu R podal myszom. Obecnos¢ martwych zjadliwych bakterii w
polaczeniu z zywym niezjadliwym szczepem spowodowalo Smier¢ myszy. Eksperyment ten
wykazal, ze materiat genetyczny z martwych bakterii S zostat przekazany zywym szczepom
R, przeksztatcajac je w patogenne szczepy S, co byto kluczowym odkryciem w zrozumieniu
mechanizmow dziedziczenia i transformacji genetycznej (Griffith, 1928).

Hipoteze, ze jakas czasteczka chemiczna musi by¢ no$nikiem informacji, jako
pierwszy wysnul Schrodinger w roku 1943 (Schrodinger, 1944). W swoim stynnym eseju z
1943 roku pt. ,,What Is Life?”, poruszyl kwestie zwiagzane z no$nikami informacji genetycznej
oraz mozliwosci ich zrozumienia na poziomie fizycznym i chemicznym. W tym dziele
Schrédinger zasugerowatl, ze genetyczna informacja musi by¢ przechowywana w jakiej$
formie uporzadkowane;j struktury, co poézniej doprowadzito do rozwoju genetyki
molekularnej. Schrodinger w swoim artykule wyrazit przekonanie, ze tajemnica dziedziczenia
jest zakodowana w strukturze materii, co stanowito inspiracj¢ dla pdzniejszych badan nad
strukturg DNA. Podkreslit on, Zze nosnik informacji musi by¢ trwaly 1 zdolny do replikacji, co
w konteksécie DNA okazato si¢ by¢ kluczowg cechg tej czasteczki (Schrodinger, 1944).

Oswald Avery, Colina MacLeoda i Maclyna McCarty (1944) sformutowali, jako
pierwsi hipotezg, ze DNA moze by¢ nosnikiem informacji. W 1944 Oswald Avery, Maclyn
McCarty i Colin MacLeod przeprowadzili eksperyment podobny do dos§wiadczenia, ktore
przeprowadzit Griffth. Wyniki ich badan obalily wczes$niejsze przekonania o dominacji
biatek, jako materiatu genetycznego (Levene, 1919) i stanowity kluczowy krok w kierunku
zrozumienia, jak dziedziczone sg cechy organizmoéow (Avery i in., 1944). Poddali oni bakterie
pneumokokow dzialaniu enzymoéw proteazy, lipazy oraz nukleazy, ktore rozktadaty rozne
sktadniki komoérkowe. Wykazali, ze enzymy degradujagce DNA (np. deoksyrybonukleaza)
uniemozliwiaty transformacj¢ bakterii pneumokokowych, co dowodzito, ze to DNA jest
nosnikiem informacji genetycznej, a nie biatko (Avery i in., 1944) To odkrycie stanowito
fundament dla pézniejszych badan, ktore potwierdzity, ze DNA pelni funkcje gléwnego
nosnika informacji genetycznej w organizmach zywych.

Nastepnie pojawilo si¢ pytanie, w jaki sposob informacje sg przechowywane w DNA.
Chociaz eksperymenty potwierdzily, ze DNA petni funkcj¢ no$nika informacji, to nadal nie
byto jasne, w jaki doktadnie sposob ta informacja jest kodowana i utrzymywana w tej

czasteczce. W zwigzku z tym wysnuto wiele roznych koncepcji 1 teorii na temat mechanizmu
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zapisu informacji genetycznej w DNA. Naukowcy zaczeli zglebia¢ temat, jak konkretne
sekwencje nukleotydow moga odzwierciedla¢ instrukcje potrzebne do budowy 1
funkcjonowania organizmow, co stanowito pierwszy krok ku lepszemu zrozumieniu natury
kodowania genetycznego.

W latach 50. XX wieku, badania nad strukturg DNA i funkcja gendw sugerowaly, ze
informacja jest przekazywana przez sekwencje nukleotydow, lecz nie bylo jeszcze jasne, jak
doktadnie ta informacja jest kodowana (Crick i in., 1976). Pojawiaty sie r6zne koncepcje o
kodzie genetycznym, m. in. o kodzie dwunukleotydowym, czyli o systemie kodowania
informacji, w ktorym kazdy element informacji (aminokwas w sekwencji biatka) jest
reprezentowany przez par¢ nukleotydow w DNA lub RNA. Jednak te teorie nie byty szeroko
akceptowane, poniewaz nie ttumaczyty petnej ztozonosci informacji genetycznej (Roberts,
1962). Przed pelnym zrozumieniem kodu trojkowego rozwazano takze modele kodu
wielonukleotydowego, na przyktad pigcionukleotydowego, ktory zaktadat, ze informacje sa
kodowane przez dluzsze fragmenty nukleotydow. Jednak brakowato wtedy dowodow
empirycznych na ten temat, (Crick, i in., 1976). Pierwsze hipotezy o kodzie
trojnukleotydowym pojawily sie pod koniec lat 50. XX wieku 1 byty rozwijane w kolejnej
dekadzie, w latach 60 (Nirenberg i Matthaei, 1961).

Odkrycie struktury DNA w 1953 roku przez Jamesa Watsona i Francisa Cricka byto
kluczowe dla p6zniejszych badan o kodzie genetycznym (Watson i1 Crick, 1953).

1.2 Standardowy kod genetyczny

Potwierdzenie, ze triplety nukleotydowe sa wykorzystywane do kodowania
aminokwasow implikowato kolejne pytanie o budowe kodu genetycznego. Trzy pozycje
kodonu obsadzane przez cztery nukleotydy daja 64 mozliwe kombinacje, lecz poczatkowo nie
byto jasne, ile aminokwasow jest kodowanych przez standardowy kod genetyczny. Pierwsze
proby okreslenia liczby kodowanych aminokwasow opieratly si¢ na ograniczonej dostgpne;j
wiedzy o strukturze kodu genetycznego oraz na analizie mozliwych kombinacji kodonow
(Nirenberg i Matthaei, 1961). Har Gobind Khorana, wspotpracujac z Marshall’em
Nirenberg’iem, odegrat kluczowsg role w rozszyfrowaniu kodu genetycznego, szczegdlnie w
identyfikacji kodonéw odpowiadajacych réznym aminokwasom. Opracowanie metody
syntezy sztucznych mRNA, umozliwito doktadne przypisanie kodonéw do konkretnych

aminokwasow. Marshall Nirenberg i J. Heinrich Matthaei w 1961 roku przeprowadzili
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eksperymenty, ktore wykazaty, ze trzy nukleotydy (kodon) koduja pojedynczy aminokwas.
Wykorzystali system bezkomorkowy do przettumaczenia sekwencji poliuracylowego RNA.
Zaobserwowali, ze zsyntetyzowany przez nich polipeptyd sktadatl si¢ wytacznie z
aminokwasu fenyloalaniny. W ten sposob wywnioskowali, ze kodon UUU okresla
aminokwas fenyloalaning. To byl przetom, ktory potwierdzit koncepcje trojkowego kodu
genetycznego i stanowit kluczowy krok w zrozumieniu, jak informacja genetyczna jest
zapisywana w DNA (Nirenberg i Matthaei, 1961). Kolejne eksperymenty z poly-RNA
pomogty ustali¢ powigzania migdzy kodonami a aminokwasami, ktore kodujg. AAA okreslat
aminokwas lizyne, a kodon CCC aminokwas proling (Gardner i in., 1962). Her Gobind
Khorana odkryt 51 przypisan kodonéw do aminokwasoéw (Khorana i in., 1966). Ostatecznie
ustalono, ze standardowy kod genetyczny koduje 20 aminokwasow (Khorana, 1968). Okazato
si¢, ze trzy kodony nie koduja zadnego aminokwasu. Pierwszy zidentyfikowany kodon stop to
UAG, zostatl on nazwany przez odkrywcow Richarda Epstein’a i Charlesa Steinberg’a
,»2Amber” (bursztyn) na czes$¢ ich przyjaciela Harrisa Bernsteina, ktorego nazwisko oznacza
,bursztyn” w jezyku niemieckim. Kodon UAA nazwano ,,ochre”, a kodon UGA ,,opal”, aby
zachowa¢ motyw ,,nazw kamieni szlachetnych”. Kodony stop sg rowniez nazywane kodonami
»terminacyjnymi” lub ,,nonsensownymi”. Sygnalizuja one uwalnianie nowo powstatego
polipeptydu z rybosomu, poniewaz Zaden pokrewny tRNA nie ma antykodonow
komplementarnych do tych sygnatow stop, co pozwala czynnikowi uwalniajagcemu zwigzac
si¢ z rybosomem (Brenner i Kaplan, 1965), (Brenner i in., 1967) . Wszystkie te odkrycia
przyczynily si¢ do rozszyfrowania kodu genetycznego, ktore nastgpito w latach 1961-1966.
Prace Khorana, Kornberg’a, Nirenberg’a, Brenner’a przyczynily si¢ do ustalenia tabeli
kodu genetycznego, stanowigcej podstawe dla zrozumienia, jak informacja genetyczna jest
tltumaczona na biatka (Khorana i in., 1966) ,(Khorana, 1968), (Kornberg i in.,1964),
Nirenberg i in.,1966) , (Brenner i Kaplan, 1965). W standardowym kodzie genetycznym
(Fig.1) aminokwasy rdznig si¢ liczbg kodonow, ktore je reprezentujg. Kodony kodujace ten
sam aminokwas sg nazywane kodonami synonimicznymi. Najwi¢ksza grupe stanowia
aminokwasy kodowane przez dwa kodony, do ktorych naleza m.in. fenyloalanina (UUU,
UUC), tyrozyna (UAU, UAC), histydyna (CAU, CAC), glutamina (CAA, CAG), asparagina
(AAU, AAC), lizyna (AAA, AAG), kwas asparaginowy (GAU, GAC), kwas glutaminowy
(GAA, GAQG) oraz cysteina (UGU, UGC). Izoleucyna nalezy do wyjatkow i posiada trzy
kodony (AUU, AUC, AUA). Pig¢ aminokwasow kodowanych jest przez cztery kodony:
walina (GUU, GUC, GUA, GUG), prolina (CCU, CCC, CCA, CCG), treonina (ACU, ACC,
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ACA, ACG), alanina (GCU, GCC, GCA, GCG) oraz glicyna (GGU, GGC, GGA, GGG).
Trzy aminokwasy reprezentowane sa przez sze$¢ kodondéw — leucyna (WUA, UUG, CUU,
CUC, CUA, CUGQG), seryna (UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC) i arginina (CGU, CGC,
CGA, CGG, AGA, AGG). Wyjatkami sg metionina (AUG), bedaca rownoczesnie kodonem
start, oraz tryptofan (UGQG), ktore posiadaja tylko po jednym kodonie. Ponadto w kodzie
wystepuja trzy kodony stop (UAA, UAG, UGA), petnigce funkcje sygnalow terminacji

translacji. Taka organizacja kodu odzwierciedla jego degeneracje (Fig.1).

Figura 1. Grafika przedstawia standardowy kod genetyczny w formie kota, w ktérym odczyt
kodonow przebiega od centrum-koniec 5° (pierwsza pozycja nukleotydu) ku zewnetrznym
pierscieniom (druga i trzecia pozycja) do konca 3’. Kazdy z 64 mozliwych kodonow

trojkowych przyporzadkowany jest do jednego z 20 aminokwasow lub do sygnatu terminacji
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translacji (kodony stop: UAA, UAG, UGA). Kodon AUG pelni podwdjna funkcje — koduje
metioning 1 wyznacza poczatek translacji. Widoczna jest degeneracja kodu, czyli obecnos¢
wielu kodondéw synonimicznych dla wigkszosci aminokwasow (np. szes¢ dla leucyny, cztery
dla glicyny), podczas gdy metionina i tryptofan maja po jednym kodonie. Schemat ten
ilustruje zasady przypisania kodonéw do aminokwasoéw w standardowym kodzie
genetycznym 1 jest podstawa zrozumienia procesu translacji. Grafika Autorstwa Mouagip -
Codons aminoacids table.png, Domena publiczna,

https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=5986132

1.3 Uzywalnos$¢ kodondw synonimicznych

Poczatkowo po rozszyfrowaniu kodu genetycznego sadzono, ze kodony synonimiczne
koduja ten sam aminokwas, totez nie powinny mie¢ wplywu na syntez¢ biatka i beda
wystepowaé w rownej ilosci. Jednak obserwacje pokazaly, ze ta hipoteza byta btedna i
obserwujemy r6zng uzywalnos¢ kodondéw synonimicznych (Parvathy i in.,2022). W
genomach zaréwno prokariotycznych jak i eukariotycznych obserwuje si¢ preferencje do
uzywania pewnych kodonow jednoczesnie unikajac innych. Zjawisko to wystepuje zar6wno
w obrebie catego genomu jak i pojedynczych genow (Plotkin 1 Kudla, 2011). Jako przyktad
mozna poda¢ genomy Escheria Coli, Saccharomyces cerevisiae czy Drosophila
Melanogaster, ktore sa organizmami modelowymi. Badania wskazuja, ze u Escherichia coli
synonimiczne kodony nie sg wykorzystywane przypadkowo. W genach o wysokiej ekspres;ji
czesciej wystepuja te kodony, ktére odpowiadajg najliczniejszym czasteczkom tRNA, co
zwigksza wydajno$¢ translacji, podczas gdy geny o niskiej ekspresji czeséciej zawierajg
kodony rzadkie (Plotkin i Kudla, 2011). Dodatkowo preferencje te zaleza od lokalnej
zawartosci nukleotydowej: kodony zakonczone G lub C sg czg$ciej uzywane w regionach o
wyzszej zawarto$ci GC, natomiast kodony konczace si¢ na AT dominujg tam, gdzie genom
jest bardziej bogaty AT, genom E.coli zawiera okoto 51% GC (Plotkin i Kudla, 2011),
(Novoa i in., 2019). U S.cerevisiae , ktorych genom zawiera okoto 38% GC, takze wykazano,
ze zardwno poziom ekspresji genow jak i specyficzny wzor procentowego sktadu GC
wplywaja na odchylenie w uzywalnosci kodonéw synonimicznych. Obserwuje si¢ czgste
wystepowanie kodonow zakonczonych GC w genach o wysokiej ekspresji, mimo ze genom
globalnie jest wzglednie bogaty w AT, co sugeruje dzialania selekcji wspierane przez

mutacyjne preferencje zwigzane ze sktadem nukleotydowym (Plotkin i Kudla, 2011),
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(Parvathy i in.,2022). W przypadku organizméw wielokomoérkowych, takich jak Drosophila
melanogaster, ktorej genom zawiera okoto 42% GC, dodatkowo zaobserwowano, ze
preferowane sa kodony konczace si¢ na G lub C, zwlaszcza w genach o wysokiej ekspresji
oraz w regionach o wysokiej rekombinacji, co wskazuje na wspotdziatanie selekcji 1 mutacji
(Plotkin i Kudla, 2011), (Vicario i Powell, 2007). W trzech organizmach modelowych r6zna
uzywalno$¢ kodonow synonimicznych wynika z polaczenia wptywow, takich jak dostepnos¢
tRNA, presja mutacyjna ksztattujgca proporcje AT i GC oraz procesy selekcyjne i neutralne
(Sharp i Le, 1986), (Kliman i Hey, 1994).

W literaturze spotykamy dwie gléwne hipotezy probujace wyjasni¢ rézng uzywalnosé
kodonéw synonimicznych: hipoteza mutacyjna i hipoteza selekcyjna (lIriarte i in.,2021),
(Parvathy i in.,2022). (Plotkin i Kudla, 2011). Hipoteza mutacyjna zaktada, ze wzor
uzywalnosci kodonow synonimicznych odzwierciedla presje mutacyjng w genomie (Sueoka,
1993). Przestanki za hipoteza mutacyjng dotyczaca wptywu mutacji na wzor uzywalnosci
kodonow w genomie sg nastepujace. Po pierwsze, w wielu organizmach zaobserwowano
r6zng uzywalnos¢ kodonéw CUB (Codon Usage Bias), sugerujac, ze czynniki mutacyjne, a
nie tylko optymalizacja translacji, wptywaja na wybdr kodonow (Powell 1 Moriyama, 1997).
Po drugie, mutacje — substytucje, insercje, i delecje — sg podstawowym Zrodlem zmienno$ci
genetycznej, modyfikujacym sktad sekwencji DNA i tym samym czgsto$¢ uzycia
poszczegbdlnych kodondéw (Lynch, 2010). Warto réwniez podkresli¢, ze mutacje nie wystepuja
roOwnomiernie we wszystkich regionach 1 typach zasad, co jest zwigzane z preferencjami w
mutacjach np. GC—AT czy innymi wzorcami, wptywajacymi na lokalny sktad kodonow
(McShea i in.,2025), (Kliman i Hey, 1994), (Li i in.,2015). R6znorodno$¢ mutacji w r6znych
organizmach i srodowiskach dodatkowo wyjasnia zréznicowane wzory uzycia kodonéw w
genomach, a ich zwigzki ze stabilno$cia struktury DNA i podatno$cig na mutacje wskazujg na
regionalne réznice w sktadzie kodonowym (Plotkin i Kudla, 2011). Podsumowujac, powyzsze
przestanki wskazuja, ze mutacje, ze wzgledu na swoja nierdwnomierno$¢ i interakcje z
procesami ewolucyjnymi, stanowig kluczowy czynnik ksztaltujacy wzor uzywalnosci
kodondéw w genomie. Natomiast hipoteza selekcyjna zaktada, ze r6zna uzywalnos¢ kodonow
synonimicznych jest spowodowana przez pewne czynniki selekcyjne. Istniejg rozne
rozwini¢cia hipotezy selekcyjnej, ale wiekszo$¢ ogranicza si¢ do waskiego grona
organizméw. Rozwinigcia hipotezy selekcyjnej to m.in. hipoteza wydajnosci translacyjnej,
ktora jest obecnie najpopularniejsza koncepcja wyjasniajaca optymalizacj¢ kodonow

synonimicznych, zaktadajaca, ze ich wzoér uzywalnosci jest dostosowany do dostepnej puli
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naladowanych t-RNA, co zapewnia szybsza i bardziej efektywng translacje. T¢ pozytywna
korelacje zaobserwowano m.in. w genomach Drosophila melanogaster, Saccharomyces
cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana czy Escherichia coli, cho¢ w
przypadku blisko 30% gatunkow bakterii brak jest dowodow na dziatanie selekcji
translacyjnej (Plotkin i Kudla, 2011). Wydajno$¢ translacji, jej regulacja przez ilos¢
przytaczanych rybosomow oraz tempo ich progresji stanowig szybka droge do zmiany ilo$ci
peptydow w komorce (Webster, 2025). Dodatkowo, zawartos¢ GC w genomie wptywa na
wydajno$¢ translacji. U bakterii wysoka zawarto$¢ par GC czesto ogranicza jej efektywnos¢
ze wzgledu na obecnos¢ trzech wigzan wodorowych stabilizujacych te pary zasad, co utrudnia
rozplatanie nici 1 wydluza czas potrzebny do otwarcia struktury. W przeciwienstwie do tego,
pary AT, utrzymywane jedynie przez dwa wigzania wodorowe, s3 mniej stabilne, co utatwia
lokalne rozwijanie dwuniciowej helisy i sprzyja sprawniejszemu przebiegowi procesu
translacji. Unikanie duzej zawarto$ci GC moze by¢ zwigzane z konieczno$cig szybkiej
replikacji genomu bakterii, z kolei u ssakow obserwuje si¢ czesto duzy udziat GC (Plotkin i
Kudla, 2011). Wptyw na wzor uzycia kodonow synonimicznych majg takze procesy obrobki
potranskrypcyjnej, takie jak rozpoznawanie motywow przez micro-RNA, pauzy rybosomow
konieczne dla prawidtowego faldowania bialek czy modyfikacje, np. przytaczanie ubikwityny
Czy rozpoznawanie granicy egzon-intron przez spliceosom (Plotkin i Kudla, 2011). Selekcja
dziata takze przeciwko silnej strukturze 5S’UTR mRNA, poniewaz wysoka zawartos¢ GC w
tym regionie hamuje inicjacje translacji poprzez utrudnienie przytaczenia rybosomow, ze
wzgledu na wigzanie potrojne miedzy guaning a cytozyna, ktore jest silniejsze niz wigzania
podwdjne w przypadku tyminy i adeniny. Ponadto, rampa stabo dopasowanych kodonow w
poczatkowej sekwencji genu, szczegolnie w pierwszych 90-150 nukleotydach, spowalnia
elongacje, co zapobiega zatorom rybosomalnym i kolizjom, ktore mogg doprowadzi¢ do
odigczenie rybosomu, a jednoczesnie jest powigzana z krotszym okresem pottrwania mRNA
(Plotkin i Kudla, 2011). Hipoteza recyklingu t-RNA wyjasnia, ze po dostarczeniu
aminokwasu do rybosomu, t-RNA moze by¢ ponownie wykorzystywana do transportu
kolejnych aminokwasow, co sprzyja energetycznej wydajnosci i powoduje, ze w obrebie genu
wystepuja te same kodony, co utatwia recykling tych czasteczek (Plotkin i Kudla, 2011).
Hipoteza stabilnosci strukturalnej mRNA (mRNA stability hypothesis) zaktada, ze
preferencja dla okreslonych kodonow moze wynika¢ z ich wptywu na strukture i stabilnos¢
mRNA. Kodony sprzyjajace stabilniejszym strukturom moga by¢ wybierane, aby zwigkszy¢
czas zycia mRNA 1 efektywnos¢ translacji (Plotkin 1 Kudla, 2011). Z kolei hipoteza
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roéwnowagi mi¢dzy kosztami energetycznymi a efektywnoscia (cost-efficiency hypothesis)
podkresla, ze wybor kodondéw zalezy od kosztow energetycznych zwigzanych z ich uzyciem,
a preferowane sg kodony mniej kosztowne energetycznie do wytworzenia lub bardziej
efektywne w translacji, co wptywa na zréznicowanie ich uzycia (Hershberg i Petrov, 2008).
Hipoteza efektu genetycznego dryfu (Genetic Drift Hypothesis) podkresla, ze w matych
populacjach zmiany w uzywalno$ci kodonoéw moga by¢ przypadkowe i wynikac¢ z dryfu
genetycznego, a nie z selekcji, co ma szczegdlne znaczenie w populacjach o niewielkiej
liczbie osobnikow lub genach o niskiej ekspresji (Lynch i in., 2016), (Bulmer, 1987),
(Bulmer, 1991). Postawiona zostala tez hipoteza wptywu selekcji na poziomie
aminokwasowym, ktora laczy procesy mutacyjne i selekcje (Btazej 1 in.,2017), (Morton,
2001). W analizach Mortona (2001) wykazano, ze w genomach plastydowych obserwuje si¢
wyrazne unikanie okreslonych kodonoéw synonimicznych. Morton w swoich badaniach
doszedt do wniosku, ze zjawisko to dotyczy w wiekszosci przypadkow kodondw konczacych
si¢ cytozyng W rodzinach podwdjnie zdegenerowanych, tj. aminokwasach posiadajacych tylko
2 kodony synonimiczne, Morton zaobserwowat unikanie kodonéw takich jak UUC (Phe),
AAC (Asn), CAC (His), UAC (Tyr), GAC (Asp), GAG (Glu). Cho¢ w modelach
translacyjnych kodony zakonczone na C bywaja uwazane za bardziej efektywne z powodu
dostepnosci tRNA, w plastydach dominuja kodony, ktore w trzeciej pozycji zawieraja uracyl.
Autor interpretuje to, jako wynik kombinacji selekcji na poziomie aminokwasow, asymetrii
mutacyjnych (preferencja AT) oraz unikania mutacji prowadzacych do kodonow
terminacyjnych. Dodatkowo unikanie kodonow konczacych si¢ na cytozyng redukuje
prawdopodobienstwo wystgpienia transwersji w trzeciej pozycji, ktére moga generowac
kodony kodujace aminokwasy chemicznie odlegte od pierwotnego, co zwigksza koszt takiej
zmiany, poniewaz moze zaburzy¢ wlasciwosci powstatego peptydu i uniemozliwi¢ mu
petienie jego funkcji. W konsekwencji strategia ta ogranicza zar6wno ryzyko powstawania
letalnych mutacji stop, jak i minimalizuje mozliwo$¢ radykalnych zmian w sktadzie
aminokwasowym biatek plastydowych. Hipoteza ta sugeruje, ze organizmy unikaja kodonow,
ktore tatwo mogg przeksztatci¢ si¢ w kodony stop lub kodony powigzane z aminokwasami
odlegtymi chemicznie od pierwotnie kodowanego. Dobrym przyktadem jest glicyna, ktora
moze by¢ kodowana przez cztery kodony: GGA, GGU, GGC 1 GGG. Sposrdd nich tylko
GGA moze w wyniku pojedynczej mutacji w pierwszej pozycji zmieni¢ si¢ w kodon UGA,
bedacy sygnatem stop (Fig. 2). Oznacza to, ze jego uzycie wiaze si¢ z wigkszym ryzykiem

powstawania niepetnych biatek w razie mutacji, dlatego zgodnie z hipoteza kodon ten
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powinien by¢ w genomach wykorzystywany rzadziej niz pozostate kodony dla glicyny.
Roéwniez szkodliwe bedzie, gdy kodon zmutuje w innych kodon, ktéry koduje aminokwas o
skrajnie roznych wtasciwosciach fizyko-chemicznych. Mutacje moga zachodzi¢ w wielu
nastepujacych po sobie krokach. W standardowym kodzie genetycznym istnieje cata grupa
tzw. kodonow bliskich stop (near-stop codons), czyli takich, ktére moga zostaé
przeksztatcone w kodon terminacyjny wskutek pojedynczej mutacji nukleotydowej. Naleza
do nich m.in. kodony kodujace lizyne (AAA, AAG), glutamine (CAA, CAG), kwas
glutaminowy (GAA, GAG), leucyne¢ (UUA, UUG), seryng (UCA, UCG), tyrozyne (UAU,

UAC), tryptofan (UGG), argining (AGA, CGA), glicyng (GGA) oraz cysteing (UGU). Kazdy

z tych kodonow moze w wyniku zmiany jednego nukleotydu zosta¢ przeksztatcony w kodon

stop (UAA, UAG lub UGA). Kodon kodujacy leucyne (UUA) moze zmutowaé w dwa
kodony stop przez pojedyncza mutacje tj. w (UGA) oraz (UAA), rowniez kodon seryny
(UCA) ma ryzyko mutacji do tych dwéch kodondéw terminacyjnych, kodon (UGG), ktéry
koduje tryptofan moze zmutowac tatwo do (UGA) oraz (UAG). Hipoteza mutacyjna i

selekcyjna nie wykluczajg si¢ wzajemnie.
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Tabela 1. Przedstawiajaca tabele kodu genetycznego: kodony i odpowiadajace im
aminokwasy; poszczegodlne litery, odpowiadajac odpowiednim nukleotydom: A-adenina, T-
Tymina. G-Guanina, C-Cytozyna.

Drugi nukleotyd
U c A G

UUU UCU UAU UGU U

. e e g e seele 2

UUA}LEU UCA UAA Stop|UGA Stop| A

_| |uue Teiel) UAG Stop|UGG Trp | G
S| |cw) CCUY |CAUY o |CaU U
2 lalcuc |, |cccl,  |cac el = |
= Il cua [MY | cca [P0 P AIG | A2
. CUG | CCG | CAG CGG G i
z AUU ) ACU) AAU AGU ula
Z | o|AuC tie [Acc [ |aac A" acc S | ¢ g

- AUA | ACA AAATY | o | AGA } Arg | A

AUG~ Met | ACG | AAG AGG G

GUU GElly GAUY x| GGU U

eloucl,., |eccl,, [eact™P gac| . |C

GUA GCA GAAY o, |GGA [P |A

GUG Taie) GAG ] GGG G

Morton (Morton, 2001) w swoich badaniach nad plastydami wykazat, ze selekcja na
poziomie aminokwasowym moze wptywac posrednio na sktad synonimicznych miejsc
kodujacych, co moze prowadzi¢ do przeszacowania liczby genoéw, ktorych uzywalnosé
miataby wynika¢ z selekcji na efektywnos$¢ translacji. Nowsze badania przeprowadzone przez
Btazeja i in. (2017) poszerzaja t¢ analizg poprzez zastosowanie symulacji mutacyjno-
selekcyjnych obejmujacych ponad 3,5 miliarda proceséw mutacyjnych. Wykazano, ze
selekcja na poziomie aminokwasow rzeczywiscie moze oddzialywaé na uzycie
synonimicznych kodonow, zwtaszcza w genomach o wysokiej zawartosci adeniny i tyminy
lub w procesach mutacyjnych promujacych puryny nad pirymidynami. Efekt ten zanika przy
modelach symetrycznych, odwracalnych czasowo (time-reversible), co podkresla znaczenie

modelowania niestandardowych, ogolniejszych procesOw mutacyjnych dla zrozumienia
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dynamiki ksztaltujacej r6zng uzywalno$¢ kodonow synonimicznych. Wnioski te sugeruja, ze
wplyw selekcji aminokwasowej na uzycie kodonéw synonimicznych nie moze by¢ pomijany,
zwlaszcza w organizmach bogatych w AT oraz, ze wymaga ostrozniejszej interpretacji
wynikéw opartych na klasycznych metodach adaptacji translacyjnej. Badania nad wptywem
selekcji na poziomie aminokwasowym zostaty przeprowadzone na organizmach uzywajacych
tylko standardowego kodu genetycznego. Alternatywne kody genetyczne nie bylo badane pod

tym katem, zostata uzyta tylko jedna macierz kosztow fizykochemicznych.

1.4 Alternatywne kody genetyczne

Alternatywne kody genetyczne bedace modyfikacjami standardowego kodu
genetycznego, umozliwiajg rdzne interpretacje kodonow, wystepuja tez alternatywne kody
genetyczne ktore posiadaja wigcej aminokwasow, np. selenocysteing (Bock i in.,1991),
(Stadtman, 1996) i pirolizyne (Krzycki, 2005),(Ibba i Soll, 2002). Odkrycie tych kodow
poszerzyto rozumienie réznorodnos$ci biologicznej i ewolucji kodu. Ich pojawienie si¢ wigze
si¢ z ewolucja standardowego kodu genetycznego, ktorg mozna podzieli¢ na fazg starozytng
(an acient phase), przed rozdzieleniem domen: Bacteria, Archaea, Eukarya i fazg wspotczesng
(a modern phase), w ktorej powstato wiele wariantow kodéw w okreslonych liniach,
r6znigcych si¢ od standardowego kodu genetycznego. W fazie wspodtczesnej, zmiany
wynikaty z delecji gendw tRNA i zaniku kodonow, podczas gdy w fazie starozytnej selekcja
zwigkszata roznorodnos¢ aminokwasow, wprowadzajac nowe do kodu. Ewolucja kodu
genetycznego byla ograniczana konieczno$cig unikania zaktocen w procesie syntezy biatka,
ktore moglyby wynikaé ze zmiany przypisan kodonow w juz istniejacych genach (Sengupta i
Higgs, 2015). Przyjmuje si¢, ze obecny kod wywodzi si¢ z prostszego kodu
czterokolumnowego, w ktorym jako pierwsze zostaly zakodowane aminokwasy: glicyna,
alanina, asparaginian i walina (Sengupta i Higgs, 2015).W badaniach sugeruje sie, ze
gléwnym mechanizmem powstawania alternatywnych kodow byty mutacje, ktore
powodowaty zmiany w tRNA, umozliwiajace przypisanie innemu aminokwasowi do tego
samego kodonu (Hamashima i Kanai, 2013), (Keeling, 2016).

Istnieja dwie gtowne teorie dotyczace powstawania alternatywnych kodoéw
genetycznych poprzez zmiang przypisania kodonu do aminokwasu. Teoria ,,wychwytywania
kodonow” opisuje, jak zmiany w zawartosci zasad (np. zamiana A i T na G 1 C) moga
wptynac na wybor uzywanych kodonéw. Skupia si¢ gtéwnie na trzeciej pozycji kodonu, gdzie
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mutacje mogg przesuwac preferencje w uzywalnosci kodondéw. W skrajnych przypadkach,
jeden kodon moze catkowicie znikng¢ z sekwencji 1 przesta¢ by¢ rozpoznawany przez tRNA.
Jesli taki kodon pojawi si¢ ponownie przez dryf genetyczny, moze by¢ odczytany jako inny
kodon, co zmienia przypisany aminokwas. Degeneracja kodu peini funkcj¢ bufora,
umozliwiajac odczyt bez wptywu na koncowe biatko i wspierajac elastyczno$¢ ewolucyjng
(Santos i in.,2004). Teoria ,,dwuznacznego posredniego” opisuje ewolucj¢ kodu genetycznego
poprzez mutacje tRNA. Mutacja ta moze spowodowac, ze nowe tRNA zacznie konkurowac z
istniejacym o odczytanie tego samego kodonu. W efekcie kodon staje si¢ niejednoznaczny i
moze by¢ odczytywany, jako dwa rozne aminokwasy. Z czasem zanika stary tRNA, a nowe
tRNA zaczyna wylacznie odczytywa¢ dany kodon jako inny aminokwas. Taki proces jest
tolerowany i sprzyja stopniowej zmianie znaczenia kodonow. W efekcie, z czasem, kodony sg
coraz czgsciej odczytywane jako inne aminokwasy, co prowadzi do ewolucji kodu
genetycznego (Santos i in.,2004). Niektore alternatywne kody zawieraja niejednoznaczne
przypisania kodondéw, np. dany kodon moze kodowa¢ zarowno aminokwas jak i1 sygnat
terminacji (Preer i in.,1985). Rozpoznanie takiego kodonu zalezy od kontekstu
nukleotydowego, co zaobserwowano u gatunku pasozytniczego Blastocrithidia, gdzie UGA
zostat przypisany do tryptofanu, a UAG i UAA do glutaminianu, przy czym UAA i UAG
moga petni¢ funkcj¢ kodonoéw terminacyjnych (Zahonova 1iin.,2016). U orzeskéw odkryto
kodowania z niejednoznacznymi przypisaniami kodonow stopéw (Lozupone i in.,2001),
(Swart i in.,2016), (Tourancheau i in., 1995). Elastycznos¢ kodu mitochondrialnego zostata
wykazana u orzgskoéw, ktore ponownie przypisuja kodony stop do aminokwasow, tworzac
r6ézne warianty kodu (Zahonova i in.,2016). U ludzi kodony AGA i AGG, ktore w
uniwersalnym kodzie oznaczajg arginine, s3 w mitochondriach czasami rozpoznawane jako
kodony stop, co wymagato zmian w ewolucji mitochondrialnych rybosomow i tRNA
(Temperley i in.,2010). Genom mitochondrialny u niektorych kregowcow wykazuje
odchylenia od uniwersalnego kodu, obejmujace przekodowania i modyfikacje kodonow, np.
przekodowania kodonéw argininy do sygnatow terminacji translacji, co jest trudne do
wyjasnienia i wymaga specjalnych mechanizméw rozpoznawania (Temperley i in.,2010).
Obecnie odkrywane sg dalsze alternatywne kody genetyczne u organizmow zamieszkujacych

specyficzne srodowiska.
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2. Cele Pracy

Celem niniejszych badan byto okreslenie wptywu selekcji na poziomie
aminokwasowym na uzywalno$¢ kodonow synonimicznych. W tym celu opracowano model
komputerowy umozliwiajacy symulacje¢ presji selekcyjnej i mutacyjnej w rzeczywistych
genomach, a nastepnie zweryfikowano hipoteze badawczg zarowno w odniesieniu do
standardowego kodu genetycznego, jak 1 wybranych kodoéw alternatywnych. Analizy
przeprowadzono z wykorzystaniem macierzy selekcyjnych opisujacych rézne wiasciwosci
aminokwasdw oraz uzupehiono je o badania na rzeczywistych sekwencjach genomowych, co

pozwolito na wieloaspektowa ocen¢ badanego zjawiska.

3. Materiat i metody

Celem rozdziatu jest opisanie modeli matematycznych uzytych w pracy, wyjasnienie
sposobu analizy proceséw mutacyjnych i selekcyjnych, przedstawienie krotkiego rysu
historycznego modeli substytucji, a nastepnie zaprezentowanie modelu symulacyjnego.
Rozdzial zawiera takze opis uzytych kodow genetycznych, macierzy selekcyjnych oraz

genomow referencyjnych, ktore beda wykorzystane w dalszych analizach.

3.1. Proces mutacji

Mutacje stanowig pierwotne zrodto zmiennosci genetycznej i w ujgciu ewolucyjnym
definiowane sg jako zmiany w sekwencji DNA powstajagce w wyniku btedow replikacyjnych,
uszkodzen chemicznych badz dziatania czynnikow fizycznych. W kontekscie modeli
ewolucyjnych stosowanych do analizy r6znej uzywalnosci kodonéw synonimicznych mutacje
ujmowane sg jako substytucje nukleotydowe, obejmujace zaréwno tranzycje (zamiany w
obrebie puryn lub pirymidyn), jak i transwersje (zamiany pomi¢dzy puryng a pirymidyna).
Zmiany te moga by¢ synonimiczne, czyli niepowodujgce zmiany kodowanego aminokwasu,
lub niesynonimiczne, skutkujace podstawieniem innego aminokwasu w biatku. Cho¢ mutacje
synonimiczne sg czgsto traktowane jako neutralne, ich skumulowany efekt moze prowadzié¢
do zauwazalnych przesuni¢¢ w czgstosciach kodonoéw oraz mogg dodatkowo podlegac

pewnym rodzajom selekcji. W modelach ewolucyjnych stanowig one podstawowy
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mechanizm nap¢dzajacy zmienno$¢, ktorej skutki moga by¢ nastgpnie modyfikowane przez
selekcje.

Aby modelowac proces presji mutacyjnej odzwierciedlonej przez pojedyncze
podstawienia nukleotydow, zastosowano jednorodny, stacjonarny oraz ciagly w czasie proces
Markowa. Proces jest opisany macierzg intensywnosci przejs¢ Q (Tab. 1). To podejscie jest
najczesciej stosowane przy opisie ewolucji sekwencji DNA (Yang, 1994), (Yang, 2006),
(Yang i Nielsen, 2008). Zatozenie o stacjonarno$ci tego procesu implikuje natychmiastowsg
potrzebe okreslenia jego doktadnego rozktadu stacjonarnego. Jest to utrudnione, poniewaz
czysty proces mutacji (bez selekcji) nie jest obserwowany. Dlatego w literaturze przyjmuje si¢
dodatkowe zatozenia w celu jego estymacji. Jednym z rozwigzan jest analiza regionow
migdzygenowych, ktore traktuje si¢ jako wzglednie neutralne, a ich sktad nukleotydowy oraz
kierunki podstawien pozwalaja przyblizy¢ czestosci stacjonarne, cho¢ nalezy pamigtac, ze
nawet te obszary mogg podlega¢ selekcji (Hershberg i Petrov , 2010), (Hildebrand i in., 2010).
Kolejne podejscie opiera si¢ na badaniu trzecich pozycji w kodonach synonimicznych,
zwlaszcza w pozycjach czterokrotnie zdegenerowanych, gdzie zaktada si¢, ze wplyw selekcji
aminokwasowej jest minimalny, a obserwowany sktad nukleotydowy stanowi przyblizony
wskaznik presji mutacyjnej (Sueoka, 1988), (Muto i Osawa, 1987). Innym sposobem jest
wnioskowanie o rozkladzie stacjonarnym na podstawie globalnego sktadu genomowego
(zawarto$¢ GC), ktory w dlugich skalach czasowych odzwierciedla rownowage migdzy
mutacjami a procesami selekcyjnymi i rekombinacyjnymi, cho¢ jego interpretacja wymaga
uwzglednienia mozliwego wptywu gBGC (GC-biased gene conversion) (Duret i Galtier,
2009), (Lesecque i in., 2013), (Duret i Arndt, 2008), (Glémin i in., 2015), ktory nalezy
uwzgledni¢ przy interpretacji sktadu nukleotydowego genomdw. Jest to mechanizm gBGC
zwigzany z rekombinacjg i naprawg DNA, w ktorym w heterodupleksach powstajacych
podczas crossing-over zachodzi nierownomierna konwersja zasad, faworyzujaca pary G=C
kosztem A=T. (Sueoka, 1988), (Zhou i in., 2014). Alternatywnie, rozktad stacjonarny mozna
estymowac bezposrednio z parametroéw modelu substytucji (np. UNREST lub GTR), gdzie
jest wektorem spetniajgcym rownanie nQ (J), (Yang, 2006). Najbardziej bezposrednie
podejscie stanowig jednak eksperymenty akumulacji mutacji oraz analizy trio rodzic—
potomstwo (parent—offspring trios), w ktorych pelne sekwencjonowanie genomow umozliwia
okreslenie rzeczywistych czgstosci 1 kontekstow mutacji (Lynch, 2010), (Lee i in., 2012). W
przeciwienstwie do modeli posrednich, ktore opieraja si¢ na wnioskowaniu z danych

filogenetycznych (tempo substytucji miedzy gatunkami), populacyjnych (zmiennos¢ SNP i
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koalescencja) lub z czgstosci nukleotydow w sekwencjach genomowych przy zatozeniu
rownowagi mutacja—selekcja (Lynch, 2010). Metody te s jednak podatne na zafalszowania
wynikajgce z dzialania selekcji 1 dryfu genetycznego oraz przyjetych zalozen modelowych.

W literaturze po$wigconej zagadnieniu modelowania substytucji nuklotydéw wyroznia
si¢ kilka fundamentalnych modeli substytucji, ktore stopniowo wzbogacaty formalizm analizy
sekwencji DNA. Najprostszy model JC69 (Jukes 1 Cantor, 1969) zaklada rowna czgstosé
wystepowania nukleotydow oraz identyczne tempo substytucji migedzy kazda para
nukleotydow. Kolejnym rozwini¢ciem jest model K80 (Kimura, 1980), w ktorym rozroznia
si¢ tempa tranzycji i transwersji. Model F81 (Felsenstein, 1981) wprowadza zr6znicowane
czestosci nukleotydow w stanie stacjonarnym, a HKY85 (Hasegawa 1 in., 1985) taczy te
podejscia, umozliwiajac rozne tempa tranzycji i transwersji przy uwzglednieniu zmiennych
czestosci nukleotyddéw. Bardziej ogdlny model GTR (Tavaré, 1986) przypisuje odrebne
parametry do kazdej pary nukleotydow w ramach procesu odwracalnego w czasie.
Najbardziej elastyczny jest model UNREST (YYang, 1994), w ktorym kazdej z dwunastu
mozliwych substytucji przypisano odrebne tempo, bez warunku odwracalnosci w czasie.
Rozwinigciem tych idei na poziomie kodonow sg modele Muse—Gaut (1994) oraz Goldman—
Yang (1994), ktore rozrdzniajg substytucje synonimiczne i niesynonimiczne, umozliwiajac
estymacje parametréw selekcyjnych. Model Halpern—Bruno (1998) taczyt proces mutacyjny z
selekcja aminokwasowa w ujeciu mutacja—selekcja, przy zachowaniu odwracalno$ci w czasie.
Te klasyczne podejscia staty si¢ podstawg stosowanych modeli mutacyjno-selekcyjnych i
modeli nieodwracalnych w czasie, ktore pozwalajg bada¢ wptyw selekcji aminokwasowej na
uzycie kodonow.

W pracy zastosowany zostat model UNREST, poniewaz w odréznieniu od modeli
takich jak HKY czy GTR. To wtasnie w warunkach braku zatozenie o odwracalnosci w czasie
mozliwe jest uwidocznienie wplywu selekcji aminokwasowej na czgstosci kodonow
synonimicznych. Gdyby ograniczy¢ si¢ do modeli odwracalnych w czasie, efekt ten nie
moglby zosta¢ wykazany, poniewaz w nich rozktad stacjonarny kodonéw pozostaje zgodny z
rozktadem wynikajgcym wytgcznie z mutacji (Btazej i in. 2017). Dlatego UNREST byt
niezbedny do ilosciowego uchwycenia zjawiska postulowanego wczesniej przez Mortona
(2001). Zjawisko to zostato formalnie ujg¢te przez Btazeja i in. (2017) . W analizach
zastosowano formalizm rozktadu stacjonarnego zdefiniowany dla modelu UNREST (Btazej i
in., 2017), (Yang, 1994).

Przyktadowa macierz intensywnosci przejs¢ Q przedstawiono w Tabeli 2.
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Tabela. 2. Macierz wspotczynnikow substytucji Q dla nieograniczonego modelu UNREST.
Elementy diagonalne okreslono tak, aby suma wierszy byta réwna zero. W macierzy kazdej z

dwunastu mozliwych substytucji przypisano niezalezny parametr tempa (q;;), a wartosci

diagonalne g;; zdefiniowano tak, aby suma kazdego wiersza byta rowna zeru.

A T G C
A ) qar Qac Qac
T dra ) dre drc
G dca deT ) Ulelo
C dca dcr dce }

Macierz Q opisuje intensywnos$ci przej$é pomigdzy nukleotydami w procesie
Markowa. Aby taki proces mdgl by¢ uznany za stacjonarny, konieczne jest okreslenie jego
rozktadu stacjonarnego, czyli czestosci nukleotydow utrzymujacych si¢ w rownowadze

ewolucyjnej. Rozktad ten zapisano wektorem

M = (w0, me), )y = 1) ®

gdzie poszczegolne elementy(my, mr, g, 7o), odpowiadaty prawdopodobienstwom
wystapienia nukleotydow A, T, G i C w stanie rOwnowagi. Wektor © wyznacza si¢, jako
rozwigzanie uktadu rownan:

nQ =0 (2)

co stanowi standardowy warunek rownowagi stacjonarnej w jednorodnych, ciagtych
procesach Markowa opisujacych podstawienia nukleotydowe (Yang, 1994), (Yang, 2006),
(Btazej i in., 2017).

3.2. Proces selekgcji

W analizach konieczne byto wprowadzenie specyficznej selekcji, aby mozliwe bylo
zbadanie, czy presja selekcyjna na poziomie aminokwasowym wptywa na czestosci kodonow
synonimicznych. Selekcje¢ t¢ zdefiniowano przy uzyciu wybranych macierzy, opisujacych
réznice we wlasciwosciach pomigdzy aminokwasami uwzgledniajgc réznice chemiczne,
polarnos¢, objetos¢ czasteczkowa, sklonnos$¢ do tworzenia helisy alfa, przewidywanie struktur

drugorzedowych na podstawie metod kombinowanych i skali hydropatii, konformacje
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szkieletowe reszt w biatkach, rozmiary i objgtosci grup atomowych, sktad aminokwasowy
regiondOw blonowych, korelacje sktadu z lokalizacja komorkows biatka, preferencje
strukturalne w B-kartkach, energie oddziatywan reszt biatkowych, co pozwolito w sposéb
formalny modelowac presj¢ selekcyjng zwigzana z wlasciwosciami aminokwasow. Wszystkie
macierze selekcyjne pochodzity z bazy aaindex (https://www.genome.jp/aaindex).

W analizie celowo pominig¢to empiryczne macierze substytucji typu PAM i pokrewne,
poniewaz mieszajg one wptyw mutacji z selekcja, a celem bylo odizolowanie samej selekcji
aminokwasowej. Wykluczono macierze specyficzne dla poszczegoélnych bialek lub zmienne
w czasie, ktore wprowadzajg zalezno$ci kontekstowe, lecz wykraczaja poza zakres ogdlnego
modelu rozwazanego w tej pracy.

Morton (2001) zaproponowat model, w ktorym macierz selekcyjna aminokwasow A
okresla prawdopodobienstwo ,,zaakceptowania” substytucji aminokwasowej, ktora zostata
wywotana przez mutacje pojedynczego nukleotydu. U Mortona kodony stop wylaczono z
procesu, a przejscia do stopu Uznano za letalne, procent akceptacji takiej mutacji wynosit 0.
Na tej podstawie budowat macierze przej$¢ kodon—kodon (61x61), gdzie
prawdopodobienstwo zmiany kodonu k w | zalezato jednocze$nie od mutacji nukleotydowej i
akceptacji zmiany aminokwasu. Macierz akceptacji aminokwasowych (A) w modelu Mortona
(2001) odzwierciedla prawdopodobienstwo utrwalenia substytucji i jest powigzana z
macierzami kosztow aminokwasowych: te ostatnie opisujg roéznice chemiczno-fizyczne lub
empiryczne migdzy aminokwasami, ktore nastgpnie przektadajg si¢ na wartosciA; ;. Dzigki
temu Autor moégl pokazad, ze selekcja na poziomie aminokwasow moze posrednio
ksztaltowac czestosci kodondéw synonimicznych. Zaproponowany przez Mortona model
(2001) zostat zastosowany do badania adaptacji kodonowej w genach plastydowych. Morton
(2001) wykorzystat dwie macierze kosztoéw aminokwasowych do konstrukcji macierzy
akceptacji (A). Empiryczng macierz substytucji plastydowych bialek oraz klasyczna macierz
Granthama (1974), opisujaca roznice chemiczno-fizyczne, miedzy aminokwasami w sktadzie
chemicznym, polarnosci i objetosci ich tancuchéw bocznych. Oba podejscia pozwolity
przetozy¢ koszty substytucji na prawdopodobienstwo ich akceptacji, ukazujac role selekcji
aminokwasowej w ksztaltowaniu uzycia kodondéw synonimicznych. Morton chciat sprawdzi¢,
czy obserwowane odchylenia w uzyciu kodonow w chloroplastach mozna wyjasni¢ wytacznie
mutacjami, czy tez czgsSciowo wynikajg one z selekcji aminokwasowej. Z jego analiz
wynikato, ze wczesniejsze testy porownujace sktad nukleotydowy kodonow w genach

plastydowych ze sktadem nukleotydowym niekodujacych sekwencji DNA byty btedne,

27



poniewaz pomijaty wplyw selekcji na poziomie aminokwasdéw. Dlatego opracowat nowy test
ponownego probkowania, ktory nie wymagat odniesienia do DNA niekodujacego i pozwalat
bardziej wiarygodnie wykazac, ktore plastydowe geny rzeczywiscie podlegajg adaptacji
kodonowej.

Tabela 3. Macierz Granthama jest symetryczna macierza odlegto$ci chemiczno-
fizykochemicznych miedzy 20 aminokwasami. Kazda warto$¢ kwantyfikuje ,,radykalnos¢”
substytucji: im wyzsza liczba, tym wigksze rdéznice we wlasciwosciach tfancuchow bocznych
(sktad, polarnos¢, objetos¢). Zwyczajowo przyjmuje si¢, ze wartosci <50 oznaczajg zmiany
konserwatywne, 51-100 — umiarkowanie konserwatywne, 101-150 — umiarkowanie
radykalne, a >151 — radykalne. Ponizej podano macierz w kolejnosci
ARNDCQEGHILKMFPSTWY'V; przekatna zawiera zera, gdyz odpowiada poréwnaniom

tego samego aminokwasu.

A R N D C Q E G H | L K M F P S T w Y \
A 0 112 | 111 | 126 | 195 | 91 107 | 60 86 94 96 106 | 84 113 | 27 99 58 148 | 112 | 64
R 112 | 0 86 96 180 | 43 54 125 | 29 97 102 | 26 91 97 103 | 110 | 71 101 | 77 96
N 111 | 86 0 23 139 | 46 42 80 68 149 | 153 | 94 142 | 158 | 91 46 65 174 | 143 | 133
D 126 | 96 23 0 154 | 61 45 94 81 168 | 172 | 101 | 160 | 177 | 108 | 65 85 181 | 160 | 152
C 195 | 180 | 139 | 154 | O 154 | 170 | 159 | 174 | 198 | 198 | 202 | 196 | 205 | 169 | 112 | 149 | 215 | 194 | 192
Q 91 43 46 61 154 | 0 29 87 24 109 | 113 | 53 101 | 116 | 76 68 42 130 | 99 96
E 107 | 54 42 45 170 | 29 0 98 40 134 | 138 | 56 126 | 140 | 93 80 65 152 | 122 | 121
G 60 125 | 80 94 159 | 87 98 0 98 135 | 138 | 127 | 127 | 153 | 42 56 59 184 | 147 | 109
H 86 29 68 81 174 | 24 40 98 0 94 99 32 87 100 | 77 89 47 115 | 83 84
| 94 97 149 | 168 | 198 | 109 | 134 | 135 | 94 0 5 102 | 10 21 95 142 | 89 61 33 29
L 96 102 | 153 | 172 | 198 | 113 | 138 | 138 | 99 5 0 107 | 15 22 98 145 | 92 61 36 32
K 106 | 26 94 101 | 202 | 53 56 127 | 32 102 | 107 | O 95 102 | 103 | 121 | 78 110 | 85 97
M 84 91 142 | 160 | 196 | 101 | 126 | 127 | 87 10 15 95 0 28 87 135 | 81 67 36 21
F 113 | 97 158 | 177 | 205 | 116 | 140 | 153 | 100 | 21 22 102 | 28 0 114 | 155 | 103 | 40 22 50
P 27 103 | 91 108 | 169 | 76 93 42 77 95 98 103 | 87 114 | 0 74 38 147 | 110 | 68
S 99 110 | 46 65 112 | 68 80 56 89 142 | 145 | 121 | 135 | 155 | 74 0 58 177 | 144 | 124
T 58 71 65 85 149 | 42 65 59 47 89 92 78 81 103 | 38 58 0 128 | 92 69
w 148 | 101 | 174 | 181 | 215 | 130 | 152 | 184 | 115 | 61 61 110 | 67 40 147 | 177 | 128 | O 37 88
Y 112 | 77 143 | 160 | 194 | 99 122 | 147 | 83 33 36 85 36 22 110 | 144 | 92 37 0 55
\% 64 96 133 | 152 | 192 | 96 121 | 109 | 84 29 32 97 21 50 68 124 | 69 88 55 0

Morton (2001) opisat ten efekt w genomach plastydowych, ale bez ogdlnego
formalizmu matematycznego. Btazej i in. (2017) rozwingli ten problem, tworzac petny model
mutacja—selekcja oparty na macierzy UNREST i symetrycznej macierzy Granthama (Tab. 3).
Woprowadzili tez symulacje obejmujace szeroki zakres sktadow nukleotydowych i parametréw
mutacyjnych, co pozwolito ilosciowo oceni¢ wptyw selekcji aminokwasowej na czgstosci

kodondw synonimicznych, mimo ich neutralnosci wzgledem siebie.

28




W badaniu selekcji aminokwasowej, najczgsciej stosuje si¢ macierze kosztow (np.
Granthama, Miyaty), poniewaz opisujg one réznice fizykochemiczne migdzy resztami
biatkowymi 1 pozwalajg bezposrednio oszacowac ,,koszt” substytucji w kontekscie struktury 1
funkcji biatka (Grantham, 1974), (Miyata i in., 1979). W przeciwienstwie do empirycznych
macierzy substytucji, takich jak PAM czy BLOSUM, ktére odzwierciedlajg czgstosci zmian w
rzeczywistych wybranych danych sekwencyjnych, macierze kosztow sa bardziej uniwersalne
1 niezalezne od konkretnego zestawu sekwencji, co czyni je szczegdlnie uzytecznymi w
symulacjach réznych scenariuszy ewolucyjnych (Henikoff i Henikoff J.,1992), (Btazej i in.,
2017), (Yampolsky i Stoltzfus, 2005) uwzgledniajaca roznice chemiczne, polarnosc¢ i objgtosé
czasteczkowa. Pozadane cechy tego typu macierzy obejmuja biologiczng interpretowalnos¢,
skalowalno$¢, uniwersalno$¢ oraz zdolnos¢ rozrézniania zaréwno subtelnych jak i
radykalnych podstawien. Dzigki tym wlasciwoSciom macierze te stanowig wartosciowe
narzgdzie w analizach wptywu selekcji na poziomie aminokwasowym na uzywalnos$¢

kodonéw synonimicznych.

3.3 Miara sity selekc;ji

Pomiar sity selekcji jest niezbgdny, aby ilo§ciowo okresli¢ jej wptyw na poziomie
aminokwasowym na uzycie kodonéw synonimicznych. Samo stwierdzenie efektu
selekcyjnego nie pozwala oceni¢ jego znaczenia biologicznego ani poréwnacé go migdzy
r6znymi uktadami mutacyjnymi czy organizmami. Wprowadzenie miary sily selekcji
umozliwia obiektywng ocene skali odchylen w czgstosciach kodondw wywotanych doborem
aminokwasowym oraz wskazanie warunkow, w ktorych zjawisko to jest szczegdlnie wyrazne.
Dzigki temu mozliwe staje si¢ oddzielenie efektow mutacyjnych od efektow selekcyjnych 1
okreslenie rzeczywistej roli selekcji aminokwasowej w ksztattowaniu rozniej uzywalnosci
kodonéw synonimicznych.

Btazej i in. (2017) zaproponowali sformalizowang miar¢ tego efektu, oznaczona, jako
F, ktora pozwala ilosciowo uchwyci¢ roznice pomigdzy rozktadem kodonow czterokrotnie
zdegenerowanych (ang. fourfold degenerate codons, 4FD) po selekcji aminokwasowej a ich
rozkladem generowanym wylacznie przez proces mutacyjny. W praktyce sil¢ selekcji na
poziomie aminokwasowym oceniano dla ustalonego stacjonarnego rozktadu © poprzez
znormalizowang réznice migdzy wzgledng czestoscig kodondw 4FD po selekeji a ich
oczekiwang czestoscig wynikajacg jedynie z procesu mutacyjnego.
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3)

gdzie S oznacza grupe kodonoéw 4FD kodujacych jeden aminokwas; S;to kodon z tej

Frys = ZiGA.T.G,C m;

grupy, w ktérym nukleotyd i wystepuje na trzecim miejscu w kodonie;$¢! = Yicar e ms;
jest to stacjonarna czgstotliwosc¢ tej grupy kodonéw po selekcji ,(Sel);ngiel jest stacjonarng
czestotliwoscig kodonu S;po selekcji; m;jest wzgledng czgstoscia stacjonarng kodonu
S;uzyskang tylko z procesu mutacji. Przeanalizowano wszystkie pig¢ grup kodondéw 4FD t;.
kodony nalezace do alaniny (GCU, GCC, GCA, GCG), glicyny (GGU, GGC, GGA, GGQG),
proliny (CCU, CCC, CCA, CCG), treoniny (ACU, ACC, ACA, ACG) oraz waliny (GUU,
GUC, GUA, GUG). i obliczono sumaryczny efekt selekcji na poziom aminokwasow w tych
grupach dla kazdego rozktadu stacjonarnego m:

Fr = Yses Favs 4)

gdzie S jest zbiorem wszystkich grup kodonéw 4FD s. Duze wartosci Fsugerujg silny
wplyw selekcji na wykorzystanie kodonéw 4FD podczas, gdy warto$ci rowne zeru wskazuja
na brak takiego wptywu na wzgledne czgstosci kodonow 4FD. W praktyce dla ustalonego
rozktadu stacjonarnego m obliczane jest maksiumum z wartosci F, (F7%*) to stanowi gorne
oszacowanie sily selekc;ji.

Prowadzi to do prostej interpretacji tej miary. Polega ona na ocenie stopnia, w jakim
selekcja aminokwasowa powodowata przesunigcia czestosci kodondw synonimicznych
wzgledem warto$ci oczekiwanych wylgcznie na podstawie procesu mutacyjnego. Wartosé
réwna zeru wskazywata na brak lub staby wptyw selekcji, natomiast rosngce wartosci

F; odzwierciedlaja coraz silniejsze zaburzenia w uzyciu kodondw.

3.4 Kody genetyczne

W analizach uwzglgdniono standardowy kod genetyczny (kod 1) oraz 23 kody
alternatywne dost¢pne w bazie NCBI.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi. Do badan wiaczono jedynie
kody spetniajace okreslone kryteria: start od ATG, brak niestandardowych aminokwasow,
traktowanie kodondw stop o przypisaniu dwuznacznym, jako kodujacych aminokwas oraz

obecnos¢, co najmniej jednej zmiany przypisania wzgledem kodu standardowego. W tabeli 4
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zestawiono uzyte kody i wszystkie roznice w przypisaniach kodonow do aminokwasow, jakie

w nich wystepuja wzgledem standardowego kodu genetycznego.

Tabela 4. Tabela opisuje zmiany w alternatywnych kodach genetycznych wzglgdem

standardowego kodu genetycznego. Najpierw jest podany kodon i aminokwas, ktory byt

kodowany w standardowym kodzie genetycznym, nastepnie zmiana, jaka nastgpita w

alternatywnym kodzie genetycznym.

https://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi

Nr kodu | Nazwa kodu Zmiany wzgledem standardowego kodu
2 Vertebrate Mitochondrial AGA/AGG: Arg (R) — Stop
AUA: Ile (I) —» Met (M)
UGA: Stop — Trp (W)
3 Yeast Mitochondrial AUA: Ile (I) —» Met (M)
CUU/CUC/CUA/CUG: Leu (L) — Thr
(M)
UGA: Stop — Trp (W)
4 Mold/Protozoan/Coelenterate UGA: Stop — Trp (W)
Mitochondrial;
Mycoplasma/Spiroplasma
5 Invertebrate Mitochondrial AGA/AGG: Arg (R) — Ser (S)
AUA: Ile (I) — Met (M)
UGA: Stop — Trp (W)
6 Ciliate/Dasycladacean/Hexamita | UAA/UAG: Stop — GIn (Q)
Nuclear
9 Echinoderm/Flatworm AAA: Lys (K) — Asn (N)
Mitochondrial AGA/AGG: Arg (R) — Ser (S)
UGA: Stop — Trp (W)
10 Euplotid Nuclear UGA: Stop — Cys (C)
12 Alternative Yeast Nuclear CUG: Leu (L) — Ser (S)
13 Ascidian Mitochondrial AGA/AGG: Arg (R) — Gly (G)

AUA: Ile (I) = Met (M)
UGA: Stop — Trp (W)
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14

Alternative Flatworm

Mitochondrial

AAA: Lys (K) — Asn (N)
AGA/AGG: Arg (R) — Ser (S)
UAA: Stop — Tyr (Y)

UGA: Stop — Trp (W)

15 Blepharisma Nuclear UAG: Stop — GIn (Q)

16 Chlorophycean Mitochondrial UAG: Stop — Leu (L)

21 Trematode Mitochondrial TGA: Stop — Trp (W)
ATA: Ile (I) - Met (M)
AGA/AGG: Arg (R) — Ser (S)
AAA: Lys (K) — Asn (N)

22 Scenedesmus obliquus TCA: Ser (S) — Stop

Mitochondrial UAG: Stop — Leu (L)

23 Thraustochytrium Mitochondrial | UUA: Leu (L) — Stop

24 Rhabdopleuridae Mitochondrial AGA: Arg (R) — Ser (S)
AGG: Arg (R) — Lys (K)
UGA: Stop (*) — Trp (W)

25 Candidate Division UGA: Stop (*) — Gly (G)

SR1/Gracilibacteria

26 Pachysolen tannophilus Nuclear CUG: Leu (L) — Ala (A)

27 Karyorelict Nuclear UAG/UAA: Stop — GIn (Q)
UGA: Stop — Stop/Trp

28 Condylostoma Nuclear UAA/UAG: Stop — Gln/Stop
UGA: Stop — Trp/Stop

29 Mesodinium Nuclear UAA/UAG: Stop — Tyr (Y)

30 Peritrich Nuclear UAA/UAG: Stop — Glu (E)

31 Blastocrithidia Nuclear UGA: Stop — Trp (W)
UAG/UAA: Stop — Glu (E)/Stop

32 Balanophoraceae Plastid UAG: Stop — Trp (W)
UAA: Stop — Tyr (Y)

33 Cephalodiscidae Mitochondrial UGA: Stop — Trp (W)

UAA-Tyr

AGA: Arg (R) — Ser (S)
AGG: Arg (R) — Lys (K)
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3.5 Witasciwosci aminokwasow

Aminokwasy wykazujg szereg wlasciwosci, ktore podzniej majg wplyw na strukture i
funkcje biatka. Macierze selekcyjne byly tak dobierane, aby méc przetestowac rézne cechy
aminokwasow 1 okresli¢, ktore wlasciwosci maja wiekszy udzial, jesli chodzi o selekcje na
poziomie aminokwasowym. W pracy uwzgledniono 20 aminokwasow (Alanina (Ala, A),
Arginina (Arg, R), Asparagina (Asn, N), Kwas asparaginowy (Asp, D), Cysteina (Cys, C),
Kwas glutaminowy (Glu, E), Glutamina (GIn, Q), Glicyna (Gly, G), Histydyna (His, H),
Isoleucyna (lle, 1), Leucyna (Leu, L), Lizyna (Lys, K), Metionina (Met, M), Fenyloalanina
(Phe, F), Prolina (Pro, P), Seryna (Ser, S), Treonina (Thr, T), Tryptofan (Trp, W), Tyrozyna
(Tyr, Y), Walina (Val, V), ktore sag kodowane przez kod stanadrowy (Fig.2).

tiny SMALL

Aromatic

HYDROPHOBIC

Figura.2

Grafika przedstawiajgca wtasciwosci 20 standardowych aminokwasow takie jak: obecno$é
tancucha alifatycznego, obecnos¢ pierscienia aromatycznego, hydrofobowos$¢, fadunek
elektryczny (dodatni lub ujemny), polarno$¢, wielkosc.

From Livingstone, C. D. and Barton, G. J. (1993),
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“Protein Sequence Alignments: A Strategy for the Hierarchical Analysis of Residue
Conservation”, Comp. Appl. Bio. Sci., 9, 745-756.

3.6 Macierze kosztéw aminokwasowych

W badaniach uzyto r6znych macierzy selekcyjnych reprezentujacych rozmaite
wlasciwosci, aby sprawdzi¢, jakie cechy aminokwasow sg bardziej istotne w ujeciu badania
selekcji na poziomie aminokwasowym w ksztaltowaniu uzywalno$ci kodonow
synonimicznych. W analizach zastosowano dziewi¢¢ macierzy selekcyjnych dostepnych w
bazie AAindex (https://www.genome.jp/aaindex/ reprezentujacych rdzne klasy wiasciwosci
aminokwasdw: macierze opisujace roznice chemiczne i fizykochemiczne (GRAR740104;
(Grantham, 1974); TSAJ990101; (Tsaj i in., 1999), macierze zwigzane ze strukturg
drugorzedows i konformacyjng (BLAM930101; (Blaber i in.,1993) BIOV880101; (Biou i
in.,1988). MAXF760101; (Maxfield i Scheraga, 1976) ; LIFS790101; (Lifson i Sander, 1979),
macierze odzwierciedlajace lokalizacj¢ komorkowa 1 whasciwosci biatek btonowych
(NAKH920108; (Nakashima i Nishikawa, 1992) ; CEDJ970104 (Cedano i in., 1997) oraz
macierz opartg na energetyce oddziatywan reszt aminokwasowych (MY S990104; (Miyazawa
i Jernigan, 1999) (Tab.4).

Tabela 4. Tabel opisuje gldwne cechy i zatozenia macierzy selekcyjnych, ktore zostaty uzyte

w pracy, macierze selekcyjne pochodzg z bazy https://www.genome.jp/aaindex/.

Nazwa macierzy | Gléwna cecha/zalozenie | Krétki opis Zrédlo
GRAR740104 Sktad chemiczny, Opisuje korelacje miedzy Grantham,
polarno$¢, objetosé réznicami chemicznymi reszta | 1974

czestoscia ich substytuci.

BLAM930101 Sktonnos¢ do helisy a Oparta na podstawieniach w Blaber,
lizozymie T4; okresla 1993

helikalnos¢ aminokwasow.

BIOV880101 Struktura drugorzedowa | Algorytm Combine Biou,
(GOR 111, Homologue, poprawiajacy trafnos$¢ predykcji | 1988

wzorzec bitowy) struktur drugorzedowych.

MAXF760101 Konformacje biatek (5 Predykcja konformacji reszt w Maxfield,
stanow) oparciu o katy dwuscienne; 1976

dokladnos¢ ~56%.
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TSAJ990101 Rozmiary grup Wyznacza promienie grup Tsai, 1999
atomowych atomowych 1 objetosci reszt do

analizy upakowania.

NAKH920108 Biatka blonowe Analiza skladu Nakashim
aminokwasowego fragmentow a, 1992

cytoplazmatycznych i

zewnatrzkomorkowych.

CEDJ970104 Lokalizacja komorkowa | Korelacja sktadu Cedano,
aminokwasowego z lokalizacja | 1997
biatek (ProtLock).

LIFS790101 B-arkusze Preferencje strukturalne dla Lifson,
uktadow antyréwnoleglych i 1979
rownoleglych B-arkuszy.

MIYS990104 Energie oddziatywan Uwzglednia energie kontaktowe | Miyazaw,
i modele matematyczne reszt 1999
biatkowych.

3.7 Model symulag;ji

Modele symulacyjne w genomice odgrywaja kluczowa role, poniewaz pozwalaja
bada¢ ztozone procesy ewolucyjne w sposob, ktory nie jest mozliwy wylacznie na podstawie
danych empirycznych. Analiza rzeczywistych sekwencji czesto nie pozwala jednoznacznie
rozdzieli¢ wplywu mutacji, selekcji czy innych czynnikéw ksztattujacych strukturg genomu.
Symulacje komputerowe umozliwiaja natomiast kontrolowane testowanie réznych
konfiguracji parametrdéw 1 scenariuszy ewolucyjnych, a tym samym ocene ich potencjalnych
konsekwencji. Dzigki temu mozliwe jest przeprowadzenie tysigcy eksperymentow
numerycznych, ktore ujawniaja mechanizmy 1 skale oddziatywan niedostrzegalnych wprost w
materiale empirycznym. W konsekwencji modelowanie matematyczne i symulacje
komputerowe stanowig niezbgdne narze¢dzie do ilosciowego rozumienia dynamiki genomow
oraz do odrdzniania wpltywu poszczegolnych proceséw ewolucyjnych.

W niniejszej pracy przyjeto model integrujacy proces mutacyjny i selekcje
aminokwasowa, zgodnie z podejsciem Blazeja i in. (2017) . Analiz¢ prowadzono na poziomie
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kodonoéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem grup kodondéw czterokrotnie zdegenerowanych
(Gly, Val, Ala, Pro, Thr), co umozliwito uchwycenie efektéw selekcji aminokwasowej w
sposob niezaburzony dodatkowymi uwarunkowaniami wynikajgcymi z degeneracji kodu
genetycznego. Ograniczenia wynikajace z degeneracji kodu genetycznego dotycza przede
wszystkim nierownej liczby kodonow przypisanych poszczegdlnym aminokwasom, co
sprawia, ze niektore reszty (np. Leu, Ser, Arg) maja szeroki wachlarz kodonoéw
synonimicznych, podczas gdy inne (Met, Trp) sa kodowane tylko przez pojedynczy kodon.
Dodatkowo, rozny stopien degeneracji trzeciej pozycji kodonu (pelna w grupach czterokrotnie
zdegenerowanych, czesciowa w dwukrotnie zdegenerowanych, brak w jednoznacznych)
powoduje, ze mozliwos$ci neutralnych substytucji sa nierdwnomiernie roztozone.
Konsekwencja jest asymetria w dostepnosci mutacyjnej poszczegdlnych kodonow
synonimicznych, co stanowi istotne ograniczenie przy analizie ich czestoSci wystepowania.
Mutacje opisano przy pomocy modelu UNREST, ktory byt wymieniony we
wczesniejszym rozdziale (3.1 Proces mutacji), ktory pozwala symulowac czysty proces
mutacyjny bez narzucania warunku odwracalno$ci. Selekcja dziatata wylacznie na poziomie
aminokwasowym, a jej intensywno$¢ okreslano na macierzy selekcyjnych uwzgledniajacych
r6ézne wlasciwosci fizykochemiczne aminokwasdéw. W modelu nie uwzgledniano selekcji
translacyjnej preferujacej konkretne kodony. Ewolucj¢ sekwencji opisano, jako tancuch
Markowa, w ktorym tempo przejscia miedzy kodonami K i | okreslono, jako iloczyn
prawdopodobienstwa mutacji oraz wspotczynnika akceptacji zaleznego od podobienstwa
aminokwasow. Zdefiniowano og6lny model obejmujacy zarowno proces mutacyjny jak i
selekcje. Model ten opisuje macierz prawdopodobienstw przejscia od kodonu do kodonu
C=(ck-1), przy czym kazda substytucja kodonu jest zdefiniowana rownaniem:
C=(ck-1)=Prs1 X dmon ®)
Gdzie py,_,;0znacza prawdopodobienstwo przejscia miedzy kodonem K a I, natomiast
dm_n jest prawdopodobienstwem akceptacji zmiany aminokwasu m—n kodowanego przez
te kodony. Proces ten prowadzi do uzyskania rozktadu stacjonarnego czestosci kodonow,
odchylonego od czystego procesu mutacji, ktory nastepnie porownano z rozktadem
wynikajacym tylko z dzialania mutacji.
Rozktad stacjonarny nukleotydow m mozna zrealizowac za pomoca wielu procesow
Markowa, opisanych przez r6zne macierze substytucji, P, = py_,;, ktore moga implikowaé

roznice w stacjonarnych czestosciach kodondéw po selekcji ¢

, a w konsekwencji r6zne
wartosci F;. Aby poradzi¢ sobie z tym problemem, postanowili§my znalez¢ dla danego
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rozktadu = taki proces akumulowania mutacji, ktore maksymalizuje miare F,;. Maksymalna
wartos$¢ Fyzostata oznaczona jako F;*%*. Pozwala to oceni¢ zakres sily selekcji na poziomie
aminokwasdéw w odniesieniu do uzywalno$ci synonimicznych kodonow dla danego rozktadu
stacjonarnego nukleotydow n. Zadanie znalezienia F;"**jest w rzeczywistosci przyktadem
pojedynczego problemu optymalizacji, gdzie F; jest funkcja dopasowania. W problemie tym
Btazej in.(2017) uzyli algorytmu opartego o strategie ewolucyjne.

Poniewaz rozktad stacjonarny dla czystej presji mutacyjnej nie jest znany,
przeanalizowano 88 560 konfiguracji sktadu nukleotydowego, generowanych w krokach, co
0,01 przy zakresie 0,05-0,85 i warunku); r; = 1. Tak szerokie ujecie pozwolito zbadaé caty
wachlarz mozliwych rozktadéow — od genoméw bogatych w AT do genoméw bogatych w GC
i oceni¢, w jakich warunkach efekt selekcji aminokwasowej na uzycie kodonow jest
najsilniejszy (Btazej i in., 2017), dla ustalonego rozktadu stacjonarnego zastosowano
algorytm oparty o zatozenia strategii ewolucyjnej (ES) do optymalizacji parametrow
mutacyjnych w celu wyznaczenia maksymalnych mozliwych odchylen czgstosci kodonow
czterokrotnie zdegenerowanych. Przyjeto jednoczesnie, ze efekt zaburzen w czestosciach
kodonéw synonimicznych moze ujawniaé si¢ wytacznie w procesach nieodwracalnych w
czasie, natomiast w procesach odwracalnych w czasie selekcja aminokwasowa nie wptywa na
rozktad stacjonarny kodonow.

W programie uzytym w rozprawie doktorskiej wprowadzono modyfikacje
umozliwiajace wybdr macierzy selekcyjnej jak 1 kodu genetycznego, na ktérym ma zostac
zastosowana. Zastosowanie ré6znych kodow 1 macierzy pozwolito wszechstronnie oceni¢
wpltyw selekcji aminokwasowej na uzywalno$¢ kodonéw synonimicznych. W pracy
zastosowano zestaw macierzy selekcyjnych opisujacych zréznicowane wlasciwosci
aminokwasow: od parametréw chemicznych i objetosciowych (GRAR740104) po sktonnos¢
do tworzenia struktur drugorzedowych (BLAM930101, BIOV880101, LIFS790101) oraz
energie oddziatywan reszt (M1YS990104). Uwzgledniono takze konformacje szkieletowe
(MAXF760101), rozmiary grup atomowych (TSAJ990101) oraz zaleznosci zwiazane ze
sktadem i lokalizacja biatek (NAKH920108, CEDJ970104). Uzyto roéwniez alternatywnych
kodéw genetycznych pochodzacych z bazy NCBI.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi) 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 12, 13, 14,
15, 16, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 33 , ktory zostaty uzyte w pracy posiadatly
zawsze kodon ATG jako startowy, nie posiadaly niestandardowych aminokwasow oraz

przyjeto, ze kodon koduje tylko jeden aminokwas, dla kodow, w ktorych dany kodon mogt

37



by¢ uzywany jako kodon kodujacy aminokwas lub kodon stop przyjeto wariant z kodowanym
aminokwasem. Tak szeroki dobor macierzy i kodow miat na celu uchwycenie pelnego
spektrum czynnikoéw fizykochemicznych 1 strukturalnych, ktére moga wptywac na

uzywalno$¢ kodonow synonimicznych. Program napisano w jezyku C++.

3.8 Badanie sity selekcji w rzeczywistych genomach.

Szacowanie rzeczywistej sity selekcji na poziomie aminokwasow w genomach
rzeczywistych napotyka powazne trudnosci metodologiczne. Wynika to przede wszystkim z
faktu, ze wlasciwos$ci procesdw mutacyjnych dziatajacych w genomach nie sa bezposrednio
obserwowalne — wszystkie widoczne substytucje nukleotydowe sg juz przefiltrowane przez
mechanizmy selekcyjne. Doktadny rozktad stacjonarny presji mutacyjnej pozostaje nieznany,
a jej doktadne odtworzenie jest niemozliwe. Z tego powodu analizy opierajg si¢ na
przyblizeniach.

Problem nieznajomosci rzeczywistego tla mutacyjnego probowali rozwigzaé zarowno
Morton (2001), jak i Btazej i in. (2017). Morton (1993) (1998), poczatkowo, szacowat presje¢
mutacyjng w genomach plastydowych na podstawie sktadu sekwencji niekodujacych,
przyjmujac zatozenie, ze w przypadku braku selekcji na kodony synonimiczne rozktad zasad
nukleotydowych w cichych pozycjach kodujacych (kodonach synonimicznych) powinien
odpowiada¢ sktadowi nickodujgcych fragmentow DNA. Jednak w pozniejszej analizie
Morton (2001) wykazal, ze takie podejscie jest problematyczne, gdyz selekcja na poziomie
aminokwasowym moze wplywa¢ na uzycie kodondéw synonimicznych i w konsekwencji
zaburza¢ oczekiwane proporcje nukleotydow. Btazej i in. (2017) rozszerzyli to podejscie,
stosujac najbardziej ogdlny model substytucji nukleotydowych (UNREST) i badajac niemal
90 tysiecy wygenerowanych mozliwych sztucznych rozktadéw stacjonarnych
wygenerowanych komputerowo. Dzigki zastosowaniu algorytmow optymalizacji ewolucyjnej
oszacowali maksymalny mozliwy wplyw selekcji aminokwasowej na uzycie kodonow
synonimicznych. Tym samym omingli konieczno$¢ doktadnego okreslenia rozktadu
stacjonarnego dla czystej presji mutacyjnej, pokazujac, ze w warunkach silnego tta AT
selekcja na poziomie aminokwas6w moze istotnie wptywaé na uzywalnos$¢ kodonow
synonimicznych.

Szacowanie standardowego rozkladu presji mutacyjnej opiera si¢ na analizie kodonow

czterokrotnie zdegenerowanych (4FD), dla ktorych trzecia pozycja moze ulega¢ substytucjom
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bez zmiany aminokwasu. Czgstosci nukleotydow obserwowane w tych pozycjach traktowane
sg jako przyblizenie empirycznego rozktadu stacjonarnego stanowigcy przyblizenie
rzeczywistego tta mutacyjnego (Perna i Kocher, 1995), (Novembre, 2002), (Kiinstner 1 in.,
2011) . Poniewaz jednak prawdziwa dystrybucja presji mutacyjnej nie jest dostepna
bezposrednio — jej obraz w sekwencjach kodujacych jest zawsze filtrowany przez dziatanie
roznych czynnikow selekcyjnych —w badaniach zastosowano podejsécie probabilistyczne.

Zastosowanie metod probabilistycznych, takich jak rozktad Dirichleta, pozwala na
generowanie sgsiedztwa mozliwych rozktadoéw stacjonarnych wokot wartosci empirycznej, a
tym samym na oszacowanie minimalnej i maksymalnej sily selekcji zamiast jednej warto$ci
punktowej. Podkresla to, ze trudnos$¢ w estymacji bierze si¢ z fundamentalnego braku wiedzy
0 ,,czystym” procesie mutacyjnym genomow, a takze z naktadania si¢ wielu rownocze$nie
dziatajacych czynnikow selekcyjnych.

Rozktad Dirichleta odgrywa wazng rolg w statystyce bayesowskiej, jako sprz¢zony
rozktad a priori dla rozktadu wielomianowego 1 jest czasami opisywany jako ,,rozklad nad
rozktadami”(Ferguson, 1973), (Gelman i in., 2013), (Bishop, 2006).

Ten fakt byt silnie wykorzystywany w tych analizach, poniewaz zastosowano rozktad
Dirichleta, jako rozktad nad wszystkimi mozliwymi rozktadami stacjonarnymi nieznanych
presji mutacji, gdzie k = 4. W rezultacie kazdy rozktad nukleotydow ma unikalng
reprezentacje, jako punkt czterowymiarowego simpleksu.

Nalezy zauwazy¢, ze parametry rozktadu Dirichleta odgrywajg kluczowg role w tej
metodzie, poniewaz te ograniczenia definiujg pewne preferencje W probkowanych rozktadach
stacjonarnych. Oczywiste jest, ze chciano preferowacé bliskie sgsiedztwo rozkladu
stacjonarnego wyodrebnionego z rzeczywistych danych. Dlatego rozwazany rozktad
stacjonarny © = (ma, 7T, TG, c) Obliczone z rzeczywistego genomu. Aby wybrac losowy
rozktad prawdopodobienstwa z sgsiedztwa m;, uzyto nast¢pujacych parametrow

Di(aa, 0g, 03, 04) gdzie o =1+z -7, i=A, T, G, Ciz>1 jest ustalong liczbg
catkowita, przy czym warto$¢ parametru z kontroluje stopien koncentracji probek wokot
rozktadu wyjsciowego. Latwo zauwazy¢, ze warto$¢ modalna tego rozktadu jest osiggana
przy i dla kazdej statej z. Ponadto E[Xi] — = i Var[X;] — 0, gdzie z dgzy do
nieskonczonosci. Wiasciwosci te sugeruja, ze generowane rozklady sg na ogot zblizone do
empirycznych z matymi i kontrolowanymi odchyleniami.

Aby zwizualizowa¢ zwigzek migdzy rozktadami ,,empirycznymi” i ,,teoretycznymi”,

zaproponowana zostata odlegto$¢ Kullbacka-Leiblera
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D(VIq) = Ticarccmilog (6)

Ktora jest dobrze znang miarg réznic migdzy rozktadami prawdopodobienstwa 7 i .
Tutaj m oznacza ,,.empiryczny” stacjonarny rozktad nukleotydow, podczas gdy q jest
,teoretycznym” rozktadem generowanym losowo.

Stosujac metodologie przedstawiong powyzej, mozna wygenerowac losowg probke
stacjonarnych rozktadow, ktora sktada si¢ gtownie z elementéw do zamknigtego sasiedztwa
badanego rozktadu stacjonarnego.

Glowna idea tej metody opiera si¢ na modelu mutacyjno-selekcyjnym opisanym w
podrozdziale. Metodologia ta pozwolita obliczy¢ maksymalng site selekcji dla danego
rozkladu stacjonarnego opisujacego presj¢ mutacyjng w otoczeniu rozktadu empirycznego.
Aby unikng¢ problemu okreslenia rzeczywistej presji mutacyjnej, zaproponowano procedure:
generowanie losowo pewnego sasiedztwa rozktadow, w ktérym rozktad Dirichleta zostat
uzyty do wygenerowania losowej proby. Podobnie jak w przedstawionym podejsciu (Btazej i
in., 2017 ) zastosowano model mutacyjno-selekcyjny.

Ta metodologia pozwolita na oszacowanie selekcji na poziomie aminokwasow,
poniewaz mozna poréwnac czegstos¢ synonimicznych kodondéw wynikajacych z selekcji z
oczekiwanymi wynikami bez tego ograniczenia. Proces wprowadzania mutacji, tj.
spontaniczna substytucja jednego nukleotydu przez inny, jest ogélnie modelowany przez
jednorodny, ciagly w czasie i stacjonarny proces Markowa. Postepujac zgodnie z tym
podejsciem, zastosowano klase proceséw zdefiniowanych, jako najbardziej ogolny
nieograniczony model UNREST. UNREST jest szeroko stosowany w problemach
zwigzanych z ewolucjg sekwencji DNA (Yang, 2006). Proces ten jest jednoznacznie
zdefiniowany przez macierz intensywnosci

Q = (gi), gdzie i, j= A, T, G, C, ktora jest przeksztatlcona do macierzy
prawdopodobienstwa przejscia

P=(pi),1,]=A, T, G, C za pomoca techniki uniformizacji dla ciagltego w czasie
procesu Markowa o stacjonarnym rozktadzie n = (na, @T, 7, 7ic) (Yang, 2006). Macierz P
generuje proces spontanicznych podstawien kodonow P*, w ktorym uwzgledniono wszystkie
przejécia miedzy kodonami indukowane przez pojedyncza zmian¢ nukleotydu. Zgodnie z
tymi zalozeniami, jasne jest, ze wzgledne stacjonarne cz¢stosci nukleotydow na trzeciej
pozycji w kodonach 4FD sg takie same jak stacjonarny rozktad oryginalnego procesu P. Na
etapie selekcji uzyto macierzy akceptacji D = (dy), gdzie k i | to dane aminokwasy. D zawiera

prawdopodobienstwa, ze pewne zmiany, wprowadzone przez mutacje, od pierwotnie
40



zakodowanego aminokwasu k do nowego aminokwasu | zostang ,,zaakceptowane”.
Zastosowano macierz akceptacji oparta na macierzy podobienstwa chemicznego Granthama
(Grantham, 1974). Dzigki temu prawdopodobienstwo akceptacji podstawienia jest zwigzane z
rzeczywistymi wlasciwo$ciami fizykochemicznymi badanych aminokwaséw. Model
mutacyjno-selekcyjny wymaga pomiaru sity selekcji. Pozwala to na zrozumienie pewnych
zalezno$ci migdzy wlasciwos$ciami rozktadow stacjonarnych, a selekcja na poziomie
aminokwasowym. Tutaj zastosowano miar¢ zaproponowang w pracy Blazeja i in. (2017),

oznaczona, jako F, (wzor 9), ktdra poréwnuje rozktady stacjonarne przed i po selekcji..

3.9 Statystyka i obrazowanie danych.

Dla danych zostaty sporzadzone wykresy zaleznosci odchylenia od uzywalnos$ci
kodonow spowodowanego przez selekcje (sita selekcji Fy), a presjg mutacyjng generujaca
nukleotydy z zadang czgstotliwos$cia. Zostaly obliczone podstawowe parametry statystyczne
jak minimum, maksimum, $rednia, mediana i odchylnie standardowe. Dane zostaly
sklastrowane w oparciu o algorytm k-means. Oprocz tego dla rzeczywistych genomow
zostaty przedstawione statystyki oraz wykresy rozrzutu danych jak i wykresy uwzgledniajace
presj¢ mutacyjng generowang przy uzyciu rozktadu Dirichleta. Analiza i wizualizacja danych

zostaty przeprowadzone za pomocg jezyka R.

3.10 Klastrowanie — algorytm k-$rednich

W niniejszej pracy grupowanie zostato przeprowadzone przy uzyciu algorytmu k-
$rednich (k-means), przy czym dane wejsciowe stanowily srednie wartosci uzyskane dla
wczesniej wyodrebnionych klastrow dla 26 kodow genetycznych i 9 macierzy selekcyjnych, z
ktérych kazdy obejmowal 88 640 probek. Zastosowanie takiej procedury byto uzasadnione
zarowno wzgledami obliczeniowymi jak i metodologicznymi.

Po pierwsze, zgodnie z klasycznym ujeciem, algorytm k-means dgzy do minimalizacji
sumy kwadratow odlegtosci miedzy obiektami a centroidami klastrow (MacQueen, 1967),
(Anil, 2010). W sytuacji, gdy liczba probek w pojedynczym klastrze jest bardzo duza,
wystarczajacym i statystycznie reprezentatywnym przyblizeniem ich polozenia w przestrzeni
cech jest $rednia arytmetyczna (centroid). W literaturze podkresla sig, Ze jest to kompletnym 1
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wystarczajagcym parametrem dla opisania pozycji klastra, a w wielu zastosowaniach operacje
klastrowania mogg by¢ prowadzone wylgcznie na bazie centroidow (Celebi i in., 2013).

Po drugie, istniejg podejscia, w ktorych grupowanie lub ocena podobienstwa miedzy
zbiorami odbywa si¢ na podstawie statystyk zbiorczych, takich jak $rednia czy wariancja.
Przyktadem jest propozycja testu formalnego do oceny, czy dwa zbiory moga by¢ traktowane,
jako jeden klaster, oparta wytacznie na $rednich i wariancjach (Pollard, 1981), (Luxburg i
Ben-David, 2005). Rozwigzania tego typu pokazujg, ze redukcja danych do statystyk
klastrowych nie tylko jest mozliwa, ale bywa wrecz wskazana w analizach obejmujacych
bardzo duze populacje.

Po trzecie, w literaturze dotyczacej probabilistycznych modeli mieszanych (Gaussian
Mixture Models, GMM) wskazuje si¢, ze proces estymacji parametrOw moze by¢
sprowadzony do operowania na wartosciach srednich i wariancji dla poszczegdlnych
komponentow. W granicznym przypadku, gdy wariancje daza do zera, algorytm EM dla
GMM staje si¢ rownowazny k-means (Celebi i in., 2013), (Bishop, 2006). To dodatkowo
uzasadnia stosowania srednich klastrow, jako reprezentantow zbioréw w procedurze k-means.

W niniejszym badaniu decyzja o wykorzystaniu centroidow, jako danych wejsciowych
do grupowania wynikata z faktu, ze kazdy klaster zarowno dla 26 kodow genetycznych jak i 9
macierzy selekcyjnych obejmowat az 88 640 obserwacji. Analiza na poziomie
indywidualnych probek bytaby obliczeniowo nieefektywna, a jednoczesnie nie wnositaby
dodatkowej informacji w porownaniu z analizg ich centroidéw. Ujecie to jest zgodne z
praktyka opisang w literaturze, w ktorej centroid traktowany jest jako wystarczajacy

reprezentant klastra (Celebi i in., 2013), (Anil, 2010), (MacQueen, 1967).

3.11 Genomy bakteryjne

Genomy uzyte w badaniach zostaty pobrane z bazy NCBI ze strony:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/home/genomes/.W pracy wybrano trzy genomy referencyjne,

ktore roznia si¢ istotnie pod wzgledem sktadu nukleotydowego, co pozwala przeanalizowac
wplyw tta mutacyjnego i selekcji aminokwasowej w zroznicowanych warunkach
ewolucyjnych. Thermus thermophilus zostal wybrany, jako przyktad organizmu o wysokiej
zawartosci GC w genomie, co umozliwia oceng procesow zwigzanych z presja mutacyjng w
kierunku par G=C. Escherichia coli, o posredniej zawartosci GC i AT, reprezentuje genom o

zréwnowazonym sktadzie nukleotydowym i jednoczes$nie jest najlepiej poznanym gatunkiem
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modelowym w biologii molekularnej, co utatwia interpretacj¢ wynikow.Z kolei Plasmodium
falciparum charakteryzuje si¢ ekstremalnie wysoka zawarto$cig AT, co pozwala zbadaé
dziatanie procesow ewolucyjnych w warunkach odwrotnych niz u T. thermophilus i stanowi
kontrastowy punkt odniesienia. Wybor tak zréznicowanych genomoéw umozliwia pordwnanie
dziatania selekcji aminokwasowej 1 presji mutacyjnej w szerokim spektrum sktadu
nukleotydowego, a tym samym pozwala na bardziej ogdlne wnioski dotyczace zalezno$ci

miedzy sktadem genomu a uzyciem kodondéw synonimicznych.

3.11.1 Thermus thermophilus

Thermus thermophilus jest gatunkiem bakterii termofilnych, ktore charakteryzuja si¢
zdolnoscig do zycia w ekstremalnie wysokich temperaturach, zwykle powyzej 70°C. Jest to
Gram-ujemna bakteria nalezaca do rodziny Thermaceae w rz¢dzie Deinococcales. Po raz
pierwszy zostata wyizolowana z goracych zrodet w Japonii, co umozliwilo jej szerokie
badania pod katem adaptacji do wysokich temperatur oraz potencjalnego wykorzystania w
biotechnologii (Oshima i Imahori, 1974), (Brock i Boylen , 1973). Thermus thermophilus
odgrywa kluczowg role w rozwoju biotechnologii, zwtaszcza dzigki temu, ze jest jednym z
pierwszych organizméw, z ktdrego wyizolowano termostabilne enzymy, takie jak DNA -
zalezng polimerazg DNA rTh oraz polimeraz¢ DNA Tth, wykorzystywana w PCR (reakcji
tancuchowej polimerazy). Enzymy te s3 odporne na wysokie temperatury, co czyni je
niezwykle przydatnymi w laboratoriach genetycznych. Genom T. thermophilus zostat w peini
zsekwencjonowany w 2004 roku, co pozwolito na identyfikacje gendw kodujacych enzymy o
potencjale biotechnologicznym, wielko$¢ genomu to okoto 2,1 Mbp, liczba genéw szacowana
jest na okoto 2 200-2 300 (Teh i in., 2012), (Henne i in., 2004) . Dzigki enzymom
pochodzgcym z T. thermophilus, takim jak polimeraza DNA rTh oraz polimeraza DNA Tth
(Carballeira i in., 1990) mozliwe jest przeprowadzanie reakcji PCR w wysokich
temperaturach bez koniecznosci dodawania enzymu po kazdym cyklu, co zrewolucjonizowato
techniki amplifikacji DNA (Cava i in., 2009) . Podsumowujac, Thermus thermophilus to
bakteria, ktorej zdolnos¢ do zycia w ekstremalnych warunkach 1 produkcji stabilnych
enzymow czyni jg niezwykle cennym organizmem w biotechnologii 1 badaniach nad
adaptacja do wysokich temperatur. Jej wlasciwosci sa szeroko opisane w literaturze
naukowej, podkreslajac jej znaczenie zar6wno w podstawowych badaniach, jak i w

praktycznych zastosowaniach.
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3.11.2 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) to gram-ujemna bakteria z rodziny Enterobacteriaceae,
szeroko rozpowszechniona w jelicie grubym ludzi i zwierzat stalocieplnych. Odgrywa
kluczowa rol¢ w zdrowiu gospodarza, jako komponent mikroflory jelitowej (Madigan i in.,
2017), ale niektore szczepy mogg wywotywac choroby zakazne. E. coli to pateczka o
rozmiarach okoto 2 um dtugosci i 0,6 um szerokosci. Jest to bakteria gram-ujemna, ktora
wykazuje zdolno$¢ ruchu dzigki rzgskom (flagellom). Jej genom ma rozmiar okoto 4,64 Mbp
i zawiera okoto 4 700—4 800 genow. E. coli jest bakterig fakultatywnie tlenowa, co oznacza,
ze moze rosng¢ zarowno w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych (Madigan i in., 2017)
Preferuje temperature 37°C, czyli temperature ciata cztowieka. W organizmie cztowieka E.
coli pelni wazne funkcje, takie jak produkcja witamin (np. witaminy K), rozktadanie
substancji odzywczych czy stymulacja uktadu odpornosciowego (Yoon i in., 2014), (Baron,
1996). Chociaz wigkszo$¢ szczepow jest nieszkodliwa, niektére moga by¢ patogenne.
Szczepy wywotujace choroby, takie jak biegunki, zespoty hemolityczno-mocznicowe czy
zapalenia uktadu moczowego, to m.in. EHEC (Enterohemorrhagic Escherichia coli), ETEC
(Enterotoxigenic Escherichia coli), czy EPEC (Enteropathogenic Escherichia coli). E. coli
jest jednym z najwazniejszych organizmoéw modelowych w biologii molekularnej 1
biotechnologii. Uzywa si¢ jej do produkcji insuliny, hormondw czy innych biatek

rekombinowanych (Sambrook i Russell, 2001).

3.11.3 Plasmodium falciparum.

Plasmodium falciparum to obligatoryjny pasozyt wewnatrzkomérkowy cztowieka,
powodujacy najgrozniejsza forme¢ malarii. Cykl Zyciowy obejmuje zaréwno cztowieka, jak i
komary z rodzaju Anopheles, co sprawia, ze jest wyjatkowo trudny do zwalczenia. Nalezy do
typu Apicomplexa i wyr6znia si¢ plastydem zwanym apicoplastem — pochodnym plastydéw
ro$linnych — odpowiedzialnym za metabolizm lipidow, izoprenoidow i hemu, a jego unikalne
szlaki metaboliczne stanowig cel dla wielu potencjalnych lekow przeciwmalarycznych (R.F.
Waller, 1998). Apicoplast powstat na skutek wtorej symbiozy z glonami, posiada 4 $ciany
komorkowe. Genom nuklearnego P. falciparum ma okoto 23 Mb (doktadnie 22,8-23,3 Mb),
rozdzielony na 14 chromosomow o dtugosci od ~0,64 do 3,3 Mb. Jest to genom, w ktérego

sktadzie wystepuje najmniej GC wsrdd znanych eukariontow — tylko okoto 19—20 % GC,
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czyli ponad 80 % par AT. W intronach i regionach miedzygenowych zawartos¢ AT siega ~90
%, a w kodujacych sekwencjach oscyluje wokot 75 % AT (Gardner i in., 2002).

W genomie zidentyfikowano okoto 5 300 gendw kodujacych biatka. Genom zawiera mniej
genoéw odpowiedzialnych za kodowanie enzymow i transporterdw niz wolno zyjace
eukarionty, ale zawiera rozbudowane rodziny genow zwigzanych z unikaniem uktadu
odpornosciowego, takich jak var, rif, stevor, zlokalizowane glownie w regionach
subtelomerowych. Regiony centralne chromosoméw zawierajg pojedyncze geny zwigzane z
podstawowymi procesami zyciowymi, natomiast regiony subtelomerowe sg bogate w
wielokrotnie powtarzajace si¢ sekwencje, czgsto zwigzane ze zmiennos$cig antygenow3. P.
falciparum posiada takze dwa dodatkowe, mniejsze genomowe elementy: mitochondrium (~6
kb, 3 geny, ~31,6 % GC) i apicoplast (~35 kb, 30 genow, ~13 % GC). Ekstremalnie wysoka
zawartos¢ AT czyni ten genom jednym z najtrudniejszych do analizy sposroéd wszystkich
znanych eukariontoéw, poniewaz takie regiony tatwo tworzg struktury wtérne lub powoduja
,»Slizganie si¢” polimerazy DNA. Programy bioinformatyczne moga mylnie dopasowywac
fragmenty, tworzac przerwy lub powtdrzenia w koncowej sekwencji. Ponadto introny i
regiony regulatorowe bogate w AT mogg by¢ trudne do odroznienia od gendéw. Fragmenty
bogate w AT maja nizszg temperature topnienia i moga tworzy¢ niestabilne struktury, co
utrudnia amplifikacj¢ i klonowanie w laboratorium, a jego struktura i zawarto$¢ genow

odzwierciedlajg wysoki stopien adaptacji do pasozytniczego trybu zycia (Gardner i in., 2002).

3.12 Szacowanie presji mutacyjnej w genomach

Szacowanie presji mutacyjnej w genomach polegalo na analizie kodonéw
odpowiedzialnych za kodowanie aminokwasdéw poczwoérnie zdegenerowanych (4FD), czyli
takich, ktorych cztery kodony réznig si¢ jedynie trzecim nukleotydem 1 koduja ten sam
aminokwas, naleza: Alanina (Ala, A) — GCT, GCC, GCA, GCG; Glicyna (Gly, G) — GGT,
GGC, GGA, GGG; Prolina (Pro, P) — CCT, CCC, CCA, CCG,; Treonina (Thr, T) — ACT,
ACC, ACA, ACG; Walina (Val, V) — GTT, GTC, GTA, GTG. Na ich podstawie zostaty
obliczone wzgledne frekwencje poszczegolnych nukleotydow na 3 pozycji kodonow
synonimicznych dla aminokwaséw poczwornie zdegenerowanych. Sume¢ wszystkich
kodonow konczacych si¢ na dany aminokwas dzielono przez sume wszystkich kodonow
synonimicznych czterokrotnie zdegenerowanych i uzyskiwano wzgledna frekwencje danego

nukleotydu.
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Z genomu zostaty pobrane wszystkie sekwencje kodujace, nastepnie podzielono je na

poszczegdlne kodony i zliczono ich frekwencjg, potem obliczono wzgledng zawartos¢

kodondéw poczwornie zdegenerowanych konczacych si¢ na dany nukleotyd. Wyniki dla

Escheria coli, Thermus Thermophilus oraz Plasmodium falciparum zostaty przedstawione

ponizej. Do analiz zaktadanej presji mutacyjnej zostaly wzigte tylko kodony poczwdrnie

zdegenerowane zgodnie z podejsciem zaproponowanym przez (Sueoka, 1993), (Muto i

Osawa, 1987). W zwigzkuz tym, ze na uzywalnos$¢ kodondéw synonimicznych dziatajg rozne

czynniki selekcyjne, zaktadana czysta presja mutacyjna powinna wystgpowac gdzies w

poblizu tego rozktadu. Analiza rozktadu nukleotydéw w pozycjach poczwornie

zdegenerowanych (4FD) ujawnita wyrazne r6znice pomiedzy badanymi genomami (tabela 5).

W genomie Escherichia coli uzyskano stosunkowo zroOwnowazony rozktad presji mutacyjnej,

z wartosciami oscylujagcymi wokot 0,25-0,26 dla A, T 1 G oraz nieco nizszg zawartoscig C

(0,23). Z kolei genom Thermus thermophilus, organizmu bogatego w GC, charakteryzowat si¢

znacznym przesuni¢ciem w kierunku G 1 C (odpowiednio 0,31 1 0,30), kosztem zasad A1 T

(0,181 0,21). Odmienny obraz zaobserwowano w genomie pasozyta Plasmodium falciparum,

ktorego sktad jest silnie zdominowany przez pary AT — warto$ci presji mutacyjnej dla A1 T

wyniosty odpowiednio 0,31 1 0,28, natomiast dla G i C byly wyraznie nizsze 0,17 i 0,24.

Rozktad nukleotydow w pozycjach 4FD dobrze odzwierciedla ogdlne tendencje mutacyjne

danego genomu i moze stanowi¢ wiarygodne przyblizenie jego tta mutacyjnego.

Tabela 5. Przedstawia wybrane organizmy, razem z ich identyfikatorami w bazie NCBI oraz

oszacowang presj¢ mutacyjng dla adeniny, tyminy, guaniny i cytozyny na podstawie 3 pozycji

w kodonach poczwornie zdegenerowanych (4FD)

Nazwa organizmu Identyfikator w bazie NCBI A T G C

Escherichia coli str. K-12 substr. | Genome assembly ASM584v2 | 0.25 | 0.26 | 0.26 | 0.23

MG1655

Thermus thermophilus HB8 Genome assembly 0.18 | 0.21 | 0.31 | 0.30
ASM9154v1

Plasmodium falciparum 3D7 Genome assembly 0.31/0.28 | 0.17 | 0.24

GCA_000002765
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4. Wyniki

W niniejszym rozdziale zostaty uzyskane wyniki sity selekcji na poziomie
aminokwasowym me (F;***) uzyskane dla alternatywnych kodow genetycznych
uwzgledniajac cate spektrum rozktadu stacjonarnego oraz réznych macierzy selekcyjnych
oraz na rzeczywistych sekwencjach genomowych pobranych z bazy NCBI. Wartosci sity
selekcji na poziomie aminokwasowym powodujace odchylenie uzywalno$¢ kodondéw
synonimicznych od rozktadu stacjonarnego, ktory wynikatby tylko z czystej presji mutacyjnej
zostaly ukazane w zaleznosci od frakcji poszczegolnych nukleotydow, badz ich kombinacji.
Wykresy sporzadzono za pomocg jezyka R na podstawie uzyskanych wynikéw symulacji. Na
osi pionowej przedstawiono usredniong maksymalng site selekcji me (F;"?*) a na osi
poziomej udziaty nukleotydéw w rozktadzie stacjonarnym m,, mr, g, mo  lub ich sumy.
Krzywe wygtadzono za pomocg modeli addytywnych (GAM), co pozwala uchwyci¢
nieliniowy charakter zaleznosci. Dla rzeczywistych sekwencji wykonano rowniez wykresy
simpleksoéw rozktadow stacjonarnych nukleotydow oraz histogramy czestosci obserwacji od
warto$ci me (F®*) , jak i analizg rozproszenie danych za pomocg wykresow odleglosci

Kulback-Leibniz od me (E"@¥) .

4.1. Wptyw selekcji aminokwasowej na uzywalnos¢ kodondw synonimicznych w
odniesieniu do wtasciwosci fizykochemicznych aminokwasow.

W tej czg$ci pracy oceniono, w jakim stopniu dobor r6znych macierzy selekcyjnych
opisujacych odmienne wlasciwosci aminokwaséw zmienia oszacowane sity selekcji
aminokwasowej wzgledem rozktadéw wynikajacych z presji mutacyjnej. Analizy wykonano
dla dziewieciu macierzy: GRAR740104 (Grantham — polarnos¢, sktad chemiczny i
objetosc), BLAM930101 (helikalnos$¢ o), BIOV880101 (struktura drugorzedowa),
MAXF760101 (konformacje), TSAJ990101 (rozmiary grup atomowych), NAKH920108
(biatka btonowe), CEDJ970104 (lokalizacja komorkowa), LIFS790101 (p-kartki) oraz
MIYS990104 (energie oddziatywan reszt biatkowych). Wyniki przedstawiono na Figurach 3—
14 oraz w tabelach zbiorczych (Tab. 6, Tab.7,Tab.8).
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4.1.1. Jednonukleotydowe frakcje A, T, C, G-Wtasciwosci fizykochemiczne

Analizujac rozktady stacjonarne pojedynczych nukleotyddw mozna zauwazy¢ zmiany
w wartosci me(F**), ktore sugeruja, ze ze okres$lone konfiguracje presji mutacyjnej nie
pozostaja neutralne wobec selekcji na poziomie aminokwasowym. Poniewaz dla zadane;j
frakcji nukleotydow obliczone zostaty wigcej niz jedna wartos¢ F7*** , stad aby opisac
zachowanie sily selekcji pzry pomocy jednej liczby zastosowano mediane me (E™**) W
niektorych przypadkach przewaga jednej zasady — na przyktad adeniny lub tyminy —
prowadzi do istotnego nasilenia efektow selekcyjnych, co wynika z czgstszej obecnosci
kodondw narazonych na transformacj¢ w sygnaty terminacyjne badz w kodony sprzyjajace
radykalnym substytucjom aminokwasowym. Odwrotnie, przewaga cytozyny lub guaniny
tworzy bardziej konserwatywne tlo mutacyjne, w ktérym potencjalne zmiany sg czesciej
ograniczone do podstawien chemicznie mniej kosztownych.Tego rodzaju réznice ujawniaja,
ze sita selekcji aminokwasowej nie jest zjawiskiem stalym, lecz w znacznym stopniu zalezy
od uktadu proporcji nukleotydowych. Wzrost lub spadek (me(E;***) mozna zatem traktowac

jako miarg tego, w jakim stopniu dane srodowisko mutacyjne sprzyja ujawnianiu si¢ selekcji.
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kod 1

macierz
BICER0101
BLAMB3D101
CEDJETO104
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Figura 3. Zalezno$¢ me (F;***)od rozktadu stacjonarnego adeniny dla macierzy selekcyjnych
dla kodu 1. Najwigksze wartosci osigga macierz GRAR740104(Grantham, 1974), najmniejsze
MY1S990104.

W przypadku adeniny (Fig.3) analiza uzyskanych wynikow wskazuje, ze na wyrazny
trend rosnacy sity selekcji aminokwasowej me (F;***) wraz ze wzrostem frakcji adeniny w
tle mutacyjnym. Z tego wynika, ze byla spdjna dla wszystkich zastosowanych macierzy
selekcyjnych i charakteryzowata si¢ systematycznym wzrostem warto$ci , bez widocznych
lokalnych miniméw. Innymi stowy, im wigkszy udziat adeniny generowany jest przez procesy
mutacyjne, tym silniejsza kompensacja selekcyjna jest wymuszana w celu ograniczenia
skutkow substytucji aminokwasowych. Wyjasnienie tej obserwacji mozna odnalez¢ w
strukturze kodu genetycznego. Obecno$¢ adeniny w drugiej pozycji kodonu w rezultacie
prowadzi do kodowania przede wszystkim aminokwasow o charakterze hydrofilowym lub
naladowanym, takich jak asparagina (AAT/AAC), lizyna (AAA/AAG), kwas asparaginowy
(GAT/GAC), kwas glutaminowy (GAA/GAG). Substytucje prowadzace do takich reszt badz
od nich odchodzace majg charakter chemicznie skrajny w sensie Granthama (Grantham,
1974), gdyz wiaza si¢ ze zmiang polarnosci, tadunku lub objetosci bocznego tancucha. To
sprawia, ze przewage macierzy GRAR740104, ktére silnie réznicujg kosztownos$¢ zmian
aminokwasowych w zaleznosci od ich charakteru chemicznego.

Szczegdlnie istotnym aspektem jest mozliwos¢ powstawania kodondéw stop w wyniku
mutacji zwigzanych ze wzrostem czgstosci adeniny. Przyktadowo, mutacja w kodonie
TAT/TAC (tyrozyna) moze prowadzi¢ do powstania kodonu TAA, ktory petni funkcje

sygnatu terminacyjnego translacji. Podobnie, zmiana w kodonie CAG (asparagina), lizyna
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(AAG), , kwas glutaminowy (GAG) w kierunku TAG réwniez w rezultacie prowadzi do
kodonu stop. Tego rodzaju mutacje sg najbardziej kosztowne, gdyz prowadzg do
przedwczesnego zakonczenia syntezy biatka. Selekcja aminokwasowa dziata, wigc nie tylko
ze wzgledu na chemiczng radykalno$¢ zmiany aminokwasu, lecz rowniez w celu
minimalizacji ryzyka powstawania kodondéw terminacyjnych.

Na uwagge zastuguja takze mutacje skutkujace przejsciem pomiedzy resztami o
skrajnie odmiennych wtasciwosciach chemicznych. Na przyktad, mutacja w kierunku
(AAA/AAG) w rezultacie prowadzi do kodowania lizyny (dodatnio natadowanej), podczas
gdy sasiednie kodony moga kodowa¢ leucyne lub metioning, reszty hydrofobowe. Takie
przejscia sg skrajnie kosztowne pod wzgledem energetycznym i funkcjonalnym Z tego
wynika, Zze macierze uwzgledniajace parametry chemiczne wykazuja najwyzsza czuto$¢ na
wzrost frakcji adeniny.

kod 1

macierz
BICER0101
BLAMB3D101
CEDJETO104
GRARTAD1D4
LIFSTe0101
MAXFTa0101
MINYSe01 04
MAKHI0108
TSA 0101

02 04 0.8 0e
T

Figura 4. Zalezno$¢ me (F7*%*)od rozktadu stacjonarnego tyminy dla macierzy selekcyjnych
dla kodu 1. Najwigksze wartosci osigga macierz GRAR740104 (Grantham, 1974),
najmniejsze MY1S990104.

Z analizy zaleznosci me(F**) od frakcji tyminy (Fig. 4) wynika, ze, ze wzrost
czgstosci tego nukleotydu w rezultacie prowadzi do systematycznego zwigkszania sity
selekcji aminokwasowej me (E;**). Efekt ten, podobnie jak w przypadku adeniny, jest staty,
przy czym zaznacza si¢ roznicowanie pomi¢dzy zastosowanymi macierzami selekcyjnymi.
Szczegblnie wyrazng reakcje warto zauwazy¢, ze dla macierzy Granthama (GRAR740104),
natomiast macierze oparte na energiach kontaktowych (np. MYIS990104) wykazuja nizsze

warto$ci. me (E™)
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Obecnos¢ tyminy w drugiej pozycji kodonu promuje kodowanie aminokwasoéw
hydrofobowych, takich jak leucyna (TTA/TTG, CTT/CTC/CTA/CTG), walina
(GTT/GTC/GTAIGTG), fenyloalanina (TTT/TTC), izoleucyna (ATT/ATC/ATA).
Zwigkszenie frakcji tyminy w rozkladzie stacjonarnym powoduje wigc przesunigcie w
kierunku reszt hydrofobowych. Mutacje prowadzace do zastgpienia reszt hydrofobowych
przez reszty polarne lub natadowane — badz odwrotnie — maja charakter chemicznie skrajny w
sensie Granthama (Grantham, 1974), co sprawia, ze wysokie wartos$ci obserwowane w
macierzy GRAR740104.

Dodatkowym czynnikiem selekcyjnym jest zwigkszona podatno$¢ na powstawanie
kodon6éw terminacyjnych w warunkach wysokiego udziatu tyminy. Przyktadowo, kodony
TAA,TGA 1 TAG pehnig funkcj¢ sygnatow stop, ktore moga powstawaé w wyniku
pojedynczych mutacji w sagsiednich kodonach. Takie mutacje nalezg do najbardziej
kosztownych selekcyjnie, gdyz prowadzg do przedwczesnego zakonczenia translacji(Sharp i
Li, 1986). Wysoki udziatl T zwigksza wigc ryzyko generowania kodondw stop, co dodatkowo

wzmacnia presj¢ selekcyjna.

kod 1
25-
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Figura 5. Zalezno$¢ me (F*%*)od rozktadu stacjonarnego guaniny dla macierzy selekcyjnych
dla kodu 1. Najwicksze wartos$ci osigga macierz GRAR740104 (Grantham, 1974),
najmniejsze MY1S990104.

W analizie przedstawionych danych zalezno$ci pomiedzy frakcja guaniny (Fig.5) a
sitg selekcji aminokwasowej me (E™**) wykazuje charakterystyczny, nieliniowy ksztatt
krzywych w postaci litery U. Wysokie warto$ci rejestrowane sg zard6wno przy niskich, jak i

wysokich frakcjach guaniny, natomiast minimum mozna zaobserwowac przy wartosciach
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posrednich (~0,3-0,5). W skrajnych sktadach nukleotydowych, gdzie dominuje guanina lub

jest ona niemal catkowicie eliminowana, dochodzi do zageszczania kodonéw w obrebie

ograniczonych rodzin synonimicznych. Przy wysokiej czestosci G w trzeciej pozycji czesto

wystepuja koncéwki NNG kodujace m.in. glicyne (GGQG), alanine (GCG), treoning (ACG) i

proling (CCG). Zmiana w trzeciej pozycji tych rodzin jest na ogét synonimiczna, natomiast

pojedyncze mutacje w pierwszej lub drugiej pozycji moga tatwo prowadzi¢ do zmiany klasy
chemicznej reszty GCG — GAG (Ala — Glu: niepolarna — kwasna), ACG — AGG (Thr —

Arg: polarna — zasadowa), CCG — CGG (Pro — Arg: niepolarna — zasadowa), GGG —

AGG (Gly — Arg: mata niepolarna — zasadowa).To zwigksza koszt selekcyjny, szczeg6lnie

widoczny w macierzach uwzgledniajacych roéznice polarnosci i objetosci, takich jak
GRAR740104 (Grantham, 1974). Natomiast w sktadach posrednich (~0,3-0,5 frakcji G)
dostepnych jest wiecej dostepnych synonimicznych kodonéw, ktore minimalizujg skutki
mutacji. W takich warunkach mutacje mogg zachodzi¢ wewnatrz rodzin kodonéw, nie
powodujac zmiany aminokwasu, badz prowadzac do substytucji chemicznie

konserwatywnych. To sprawia, ze obserwowane jest obnizenie wartosci me (F**) w tym

zakresie.
kod 1
304 macierz

BICVES0101
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Figura 6. Zalezno$¢ me (F;*%*)od rozktadu stacjonarnego cytozyny dla macierzy
selekcyjnych dla kodu 1. Najwigksze wartosci osigga macierz GRAR740104 (Grantham,
1974), najmniejsze MY1S990104.

Zaleznosci pomiedzy frakcja cytozyny (Fig.6) a sitg selekcji aminokwasowe;j
me (E™**) wskazuje, ze obraz zblizony jest do tego obserwowanego dla guaniny, z

charakterystycznym profilem w ksztatcie litery U. Wysokie warto$ci pojawiajg si¢ przy
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niskich i wysokich frakcjach cytozyny, natomiast minimum obserwowane jest przy
warto$ciach posrednich (~0,3—0,4) wysoka zawarto$¢ cytozyny faworyzuje kodony konczace
si¢ na C jak glicyna (GGC), alanina (GCC), treonina (ACC), prolina (CCC). Ksztatt
wykresu jest podobny do wykresu dla guaniny i rowniez moze wynika¢ z nierdwnomiernego
rozmieszczenia rodzin kodonéw o réznym stopniu degeneracji. Moga wystepowac tez
mutacje radyklane GAC — GGC (Asp — Gly: kwasna — niepolarna mata), TGC — CGC
(Cys — Arg: polarna — zasadowa), CAC — CGC (His — Arg: czeSciowo polarna — silnie
zasadowa). Najwicksze wartosci odnotowano dla macierzy Granthama (GAR740104),
natomiast najmniejsze dla macierzy MY1S990104.

4.1.2. Frakcje ztozone: AT, GC, pirymidyny, puryny, pary mieszane-Wtasciwosci
fizykochemiczne
Kiedy analizujemy frakcje zlozone, efekt selekcji na poziomie aminokwasowym na

uzywalno$¢ kodonow staje si¢ jeszcze bardziej wyrazny
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Figura 7. Zalezno$¢ me (F%*)od rozktadu stacjonarnego adeniny i tyminy dla macierzy
selekcyjnych dla kodu 1. Najwieksze warto$ci osigga macierz GRAR740104 (Grantham,
1974), najmniejsze MY1S990104.

W analizie przedstawionych danych zaleznosci pomigdzy frakcja A+T (Fig.7) a sila
selekcji aminokwasowej me (F%*).Wskazuje, ze wyrazny trend rosngcy kosztu selekcyjnego
wraz ze zwigkszaniem si¢ udziatu nukleotydow A i T. Najnizsze wartosci odnotowywane sg

w zakresie umiarkowanych wartosci AT (~0,3-0,5), natomiast w warunkach skrajnie
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wysokiego udziatu AT krzywe gwattownie rosng. Wynik ten wskazuje, ze rozktady
stacjonarne przesuni¢te w kierunku AT powoduja wiecej mutacji prowadzacych do
radykalnych zmian aminokwasowych lub kodondéw terminacyjnych, selekcja przeciwdziata
takim zmianom. Wysoka zawarto$¢ adeniny i tyminy w kodonach sprzyja kodowaniu
aminokwaséw o odmiennych wtasciwosciach chemicznych. Adenina w drugiej pozycji
promuje reszty hydrofilowe — w tym aminokwasy natadowane: lizyng (AAA, AAG), kwas
asparaginowy (GAT, GAC) i kwas glutaminowy (GAA, GAG) oraz polarne nieobdarzone
tadunkiem: asparaging (AAT, AAC).— podczas gdy tymina w tej samej pozycji faworyzuje
aminokwasy hydrofobowe, takie jak leucyna (TTA/TTG, CTT/CTC/CTA/CTG), walina
(GTT/GTC/GTAIGTG), fenyloalanina (TTT/TTC) oraz izoleucyna (ATT/ATC/ATA).
Potaczenie wysokiego udziatu A 1 T zwieksza ryzyko mutacji prowadzacych do przejs$¢
pomigdzy klasami chemicznymi aminokwasow, co znaczgco podnosi warto$¢ me (F;+%¥).
Dodatkowo, wigkszo$¢ kodonow stop w standardowym kodzie genetycznym (TAA, TAG,
TGA) zawiera A i/lub T, wzrost frakcji AT zwigksza wiec prawdopodobienstwo powstawania
mutacji typu nonsense.

Zroznicowanie pomi¢dzy macierzami selekcyjnymi jest szczego6lnie wyrazne w skrajnych
zakresach. Macierz Granthama (GRAR740104) przewiduje najwigksze wartosci , akcentujgc
znaczenie skokow polarnosci 1 objetosci bocznych tancuchow (Grantham, 1974). z kolei
macierz MYIS990104, oparta na energiach kontaktowych, wykazuje znacznie nizsza czutos¢
na takie zmiany. Zjawisko to pozostaje w zgodzie z obserwacjami (Hershberg i Petrov, 2008),
ktorzy wykazali, ze mutacja w genomach bakteryjnych jest generalnie ukierunkowana w

strong AT.
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Figura 8. Zalezno$¢ me (F;***)od rozkladu stacjonarnego guaniny i cytozyny dla macierzy
selekcyjnych dla kodu 1. Najwieksze warto$ci osigga macierz GRAR740104 (Grantham,
1974), najmniejsze MY1S990104.

W analizie przedstawionych danych zaleznosci pomiedzy frakcja GC (Fig.8) a sita
selekcji aminokwasowej me (F**) wskazuje na wyrazny spadek wraz ze wzrostem udziatu
nukleotydow G i C. Najwyzsze wartoSci rejestrowane sa w zakresie niskiego GC, natomiast
przy wysokim GC selekcja wyraznie stabnie. Minimum mozna zaobserwowac przy
umiarkowanie wysokich wartoséciach (~0,6—0,7), co mozna interpretowac jako strefe, gdzie
wptyw sily selekcji zanika 1 uzywalno$¢ wynika w wigkszym stopniu z procesow
mutacyjnych. Wysoka zawarto$¢ GC sprzyja ekspansji rodzin czterokrotnie zdegenerowanych
(4FD), takich jak: alanina (GCT/GCC/GCA/GCG), prolina (CCT/CCC/CCA/CCG), glicyna
(GGT/GGC/IGGA/GGG), treonina (ACT/ACC/ACA/ACG), walina (GTT/GTC/GTAIGTG)
oraz szesciozdegenerowang rodzine seryny (TCT/TCC/TCA/TCG, AGT/AGC). Bogactwo
tych rodzin zwigksza prawdopodobienstwo, ze mutacje beda zachodzilty w obrebie kodonow
synonimicznych, co ogranicza liczb¢ zmian aminokwasowych 1 obniza koszt selekcyjny. W
efekcie dochodzi do ,,rozproszenia” presji w obrebie rodzin kodonowych i thumienia sygnatu
selekcji aminokwasowej. Najnizsze wartosci obserwowane przy wysokim GC mozna
interpretowac, jako strefe, w ktorej liczba wariatow mutacji synonimicznych jest najwigksza,
a zmiany chemicznie radykalne pojawiajg si¢ rzadziej. Roznice pomigdzy macierzami
selekcyjnymi sg najbardziej widoczne przy niskim GC, gdzie dominacja macierzy Granthama
(GRAR740104) potwierdza znaczenie rdznic polarnosci i objetosci bocznych tancuchow

aminokwaséw (Grantham, 1974). Wraz ze wzrostem frakcji GC roznice te stajg si¢ coraz
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mniejsze, poniewaz mutacje czgsciej zachodza w obrebie rodzin wielokrotnie
zdegenerowanych, co maskuje efekt chemicznie radykalnych substytuciji.

Uzyskane wyniki sg zgodne z wczesniejszymi obserwacjami, ktore wykazaty, ze sktad
GC genomow wptywa na profile uzywalnosci kodonow, oraz z modelem rownowagi
pomiedzy selekcja, mutacjg a dryfem genetycznym (Bulmer, 1991), wedtug ktorego bogactwo
GC sprzyja wigkszej roli mutacji neutralnych. Podobne wnioski wyciagneli Chen in. (2004)
(S.L. Chen), pokazujac, ze wysokie warto$ci GC sa powigzane z redukcjg wpltywu sity
selekcji na uzywalno$¢ kodondéw synonimicznych i wieksza rolg procesOw mutacyjnych.
Wynik ten jest spojny z klasycznymi analizami Sueoki (1988), ktory podkreslit rolg tendencji
mutacyjnych w kierunku GC w ewolucji molekularnej. Podobne wnioski formutowali eyre-
Walker i Keightley (2007), analizujac rozktad efektow dostosowawyczych (fitness effects)
nowych mutacji. Mechanizm ten wpisuje si¢ rowniez w obserwacje Chamary i Hurst (2006),
ktérzy dowodzili, ze mutacje synonimiczne mogg podlegac¢ selekcji ze wzglgdu na wptyw na
struktur¢ mRNA. Kierunkowe uzycie kodonoéw zostalo tez opisane w klasycznej pracy Sharpa
i Li (1987), wprowadzajacej indeks adaptacji kodonow (CAI).

kod 1

macierz
BICWERO101
3 BLAMD30TM
CEDJO7O104
GRARTADI04
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MAXFTBO101
MIYSO00104
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Figura 9. Zalezno$¢ me (F***)od rozktadu stacjonarnego tyminy i cytozyny dla macierzy
selekcyjnych dla kodu 1. Najwicksze warto$ci osigga macierz GRAR740104 (Grantham,
1974), najmniejsze MY1S990104.

W analizie przedstawionych danych zalezno$ci pomiedzy frakcja TC (Fig.9) a sitg
selekcji aminokwasowej me (F;*%*) wskazuje, ze nieliniowy profil w ksztalcie litery U.

ponadto, najwyzsze wartosci odnotowywane sg przy niskich frakcjach TC, nastepnie krzywe
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opadaja do minimum (~0,3-0,5), po czym ponownie rosng przy wysokich wartosciach
pyrimidyn. Wysoka zawarto$¢ cytozyny faworyzuje rodziny czterokrotnie zdegenerowane
takie jak alanina (GCT/GCC/GCA/GCGQG), prolina (CCT/CCC/CCAJ/CCQG), treonina
(ACT/ACC/ACA/ACG), szesciokrotnie zdegenerowang rodzine seryny
(TCT/TCC/TCA/TCG, AGT/AGC). Obecnos¢ tych rodzin zmniejsza prawdopodobienstwo
wystepowania chemicznie radykalnych zmian, co w rezultacie prowadzi do obnizenia kosztu
selekcyjnego. Z kolei obecno$¢ tyminy W drugiej pozycji kodonu promuje aminokwasy
hydrofobowe, takie jak leucyna (TTA/TTG, CTT/CTC/CTAI/CTG), walina
(GTT/GTC/GTAIGTG), fenyloalanina (TTT/TTC) oraz izoleucyna (ATT/ATC/ATA).
Mutacje prowadzace od reszt hydrofobowych do polarnych lub natadowanych sa selekcyjnie
kosztowne. Przy niskich warto$ciach T+C udziat reszt hydrofobowych jest zredukowany, a
mutacje czgsciej prowadzg do zmian chemicznie radykalnych, co skutkuje wysokimi
warto$ciami me (F;**) w tym zakresie.

Minimum obserwowane w zakresie umiarkowanych wartos$ci TC (~0,3-0,5) wskazuje, ze na
strefe najwigkszej minimalizacja konsekwencji mutacji, gdzie rownowaga pomig¢dzy
rodzinami hydrofobowymi i konserwatywnymi sprzyja substytucjom synonimicznym i
chemicznie konserwatywnym. Wysokie wartosci przy skrajnie duzych frakcjach pyrimidyn
wynikajg natomiast z ograniczenia dostepnych Sciezek synonimicznych 1 wigkszego
prawdopodobienstwa zmian klas chemicznych aminokwasow.

Najwyzsze wartosci we wszystkich zakresach przewiduje macierz Ganthama (GRAR740104),
ktora akcentuje koszty zwigzane ze zmianami polarnosci i objetosci bocznych tancuchéw
aminokwasowych (Grantham, 1974). Macierze oparte na energiach kontaktowych
(MYIS990104) reaguja stabiej. Rdznice pomigedzy macierzami sg szczegdlnie wyrazne przy
niskim i wysokim TC.
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Figura 10. Zalezno$¢ me (F;***)od rozktadu stacjonarnego adeniny i guaniny dla macierzy
selekcyjnych dla kodu 1. Najwieksze wartoSci osigga macierz GRAR740104 (Grantham,
1974), najmniejsze MY1S990104.

Zaleznosci pomiedzy frakcja AG (puryn) (Fig.10) a silg selekcji aminokwasowej
me (F;***) wskazuje, ze na nieliniowy profil w ksztalcie litery u. najnizsze wartosci
odnotowywane sg przy frakcjach posrednich (~0,3-0,5), gdzie wartosci spadaja do okoto 1,0—
1,3. W tym zakresie udziat puryn i pirymidyn jest wzglednie zrownowazony, a dostepnos¢
mozliwych przej§¢ synonimicznych amortyzuje koszty mutacji, co w rezultacie prowadzi do
najsilniejszym ttumieniem efektow selekcji aminokwasowej.Wraz ze wzrostem frakcji AG
powyzej 0,7 warto zauwazy¢, ze gwattowny wzrost, ktory dla macierzy Granthama
(GRAR740104) przekracza wartosci 3,5-4,0. Wysoki udziat puryn sugeruje zwigkszong
czestos¢ kodonow z A lub G w drugiej pozycji, ktore kodujg aminokwasy o skrajnych
wlasciwos$ciach chemicznych. Adenina sprzyja resztom hydrofilowym, w tym natadowanym:
asparaginie (AAT, AAC; polarna, neutralna), lizynie (AAA, AAG; zasadowa, dodatnio
natadowana), kwasowi asparaginowemu (GAT, GAC; kwasny, ujemnie natadowany) oraz
kwasowi glutaminowemu (GAA, GAG; kwasny, ujemnie natadowany), natomiast guanina
odpowiada za kodony warunkujace m.in. seryn¢ (AGT, AGC; polarna, neutralna), argining
(AGA, AGG; zasadowa, dodatnio natadowana), glicyn¢ (GGT, GGC, GGA, GGG; mata,
niepolarna) oraz tryptofan (TGG; aromatyczna, cz¢sciowo hydrofobowa). Mutacje w takich
kontekstach czgsciej prowadza do przejs¢ pomiedzy resztami hydrofobowymi a polarnymi lub

natadowanymi, co generuje chemicznie radykalne zmiany i zwigksza koszt selekcyjny.
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Podobny wzrost widoczny jest przy niskich frakcjach AG (<0,2), gdzie dominuja pirymidyny
TC. Dominacja pirymidyn (T 1 C) w drugiej pozycji kodonu sprzyja zwickszonemu udziatowi
rodzin kodonowych kodujacych aminokwasy hydrofobowe, takie jak leucyna, walina,
izoleucyna i fenyloalanina. Mutacje w tych uktadach czg$ciej prowadza do zmian klas
chemicznych aminokwaséw, co dodatkowo zwigksza koszt selekcyjny.Réznice pomiedzy
macierzami selekcyjnymi sa najbardziej widoczne w skrajnych zakresach AG. Macierz
GRAR740104 konsekwentnie przewiduje najwieksze wartosci, podkreslajac znaczenie rdéznic
polarnosci i objetosci bocznych tancuchéw aminokwasowych (Grantham, 1974). Z kolei
macierze oparte na energiach kontaktowych, takie jak MYIS990104, wykazuja znacznie
nizsze wartosci (1,0-2,0), co wskazuje, ze na mniejszg wrazliwo$¢ na chemiczng radykalnos¢
pojedynczych substytucji. Warto zauwazy¢, ze w zakresie posrednich frakcji AG warto$ci
przewidywane przez rozne macierze dgzg do podobnych warto$ci, co sugeruje, ze w tym

zakresie dominuja mutacje synonimiczne lub chemicznie konserwatywne.

kod 1

macierz

34 BIOVEE01DM
BLAMD3O01
CEDJO70104
GRARTADI04
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Figura 11. Zalezno$¢ me (E;***)od rozktadu stacjonarnego adeniny i cytozyny dla macierzy
selekcyjnych dla kodu 1. Najwieksze warto$ci osigga macierz GRAR740104 (Grantham,
1974), najmniejsze MY1S990104.

W analizie przedstawionych danych zaleznosci pomigdzy frakcja AC (Fig. 11) a sitg
selekcji aminokwasowej me (F;*%*) wida¢ charakterystyczny profil w ksztatcie litery U.
Najnizsze wartosci rejestrowane sa przy umiarkowanych frakcjach (~0,3-0,4), gdzie wartosci

spadaja do okoto 1,0-1,3. W tym zakresie udziat adeniny i cytozyny jest wzglednie
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zrdwnowazony, a dostgpnos¢ mozliwych mutacji synonimicznych amortyzuje koszty mutacji,
prowadzac do najstabszego sygnatu selekcji.

Wraz ze wzrostem frakcji A+C powyzej 0,7 mozna zauwazy¢ wyrazny wzrost me (F;'%%) ,
ktory dla macierzy Granthama (GRAR740104) osiaga wartosci przekraczajace 3,5. Wysoki
udziat adeniny i cytozyny w tle mutacyjnym sprzyja nadreprezentacji kodonéw, ktore w
drugiej pozycji zawieraja A lub C. Adenina preferuje aminokwasy hydrofilowe, w tym
natadowane — asparaging (AAT, AAC), lizyne (AAA, AAG), kwas asparaginowy (GAT,
GAC) oraz kwas glutaminowy (GAA, GAG) — podczas gdy cytozyna wigze si¢ gtdéwnie z
resztami polarnymi i matymi, takimi jak seryna (TCT, TCC, TCA, TCG; AGT, AGC),
treonina (ACT, ACC, ACA, ACG), alanina (GCT, GCC, GCA, GCG) czy prolina (CCT,
CCC, CCA, CCG). Mutacje w takim uktadzie czesciej skutkujg przejsciami pomigdzy
klasami chemicznymi aminokwasdw, prowadzac do chemicznie radykalnych zmian 1
zwiekszonego kosztu selekcyjnego.Analogicznie, Przy niskich frakcjach A'i C (<0,2)
warto$ci me(F_m"max) rosng do okoto 2,0. Niedobor adeniny i cytozyny oznacza przewage
guaniny 1 tyminy, co sprzyja kodonom kodujacym aminokwasy hydrofobowe, takie jak
leucyna (TTA, TTG, CTT, CTC, CTA, CTG), walina (GTT, GTC, GTA, GTG),
fenyloalanina (TTT, TTC) czy izoleucyna (ATT, ATC, ATA). W takich warunkach mutacje
czesciej prowadza do przej$¢ pomiedzy resztami hydrofobowymi a polarnymi lub
natadowanymi, co skutkuje chemicznie radykalnymi zmianami i podwyzsza koszt
selekcyjny.Réznice pomiedzy macierzami selekcyjnymi sa najbardziej wyrazne w skrajnych
zakresach AC. Macierz GRAR740104 utrzymuje najwicksze wartosci , podkreslajac
znaczenie rdznic polarnos$ci i objetosci bocznych tancuchéw aminokwaséw (Grantham,
1974). Natomiast Macierze oparte na energiach kontaktowych (MY1S990104) wykazuja
nizsze wartosci (~1,0-2,0), w zakresie posrednich frakcji AC warto$ci przewidywane przez

inne badane macierze zblizaja si¢ do siebie.
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Figura 12. Zaleznos¢ me (E"**)od rozktadu stacjonarnego tyminy i guaniny dla macierzy
selekcyjnych dla kodu 1. Najwieksze warto$ci osigga macierz GRAR740104 (Grantham,
1974), najmniejsze MY1S990104.

W analizie przedstawionych danych zaleznosci pomigdzy frakcja TG (Fig. 12) a sitg
selekcji aminokwasowej F,; wskazuje, ze na wyrazny profil w ksztatcie litery U. Najwyzsze
warto$ci obserwowane sg przy niskich frakcjach TG (<0,2), gdzie dla macierzy Granthama
(GRAR7400104) przekraczaja 3,0, a dla pozostatych macierzy osiggajg wartosci okoto 2,0. W
miarg wzrostu frakcji TG wartoéci maleja, osiggajac minimum (~1,0-1,3) przy
umiarkowanych zakresach (0,4-0,6). nastgpnie krzywe ponownie rosng, osiggajac wartosci
1,5-2,0 przy wysokim T+G (>0,8). Niskie wartosci TG oznaczajg przewage nukleotydow A i
C, co sprzyja kodonom dla reszt polarnych 1 naladowanych, takich jak asparagina (AAT,
AAC), lizyna (AAA, AAG), kwas asparaginowy (GAT, GAC) oraz kwas glutaminowy
(GAA, GAQG), a takze dla reszt matych i polarnych, do ktérych naleza glicyna (GGT, GGC,
GGA, GGGQG), alanina (GCT, GCC, GCA, GCG), treonina (ACT, ACC, ACA, ACG), prolina
(CCT, CCC, CCA, CCQG) oraz seryna (TCT, TCC, TCA, TCG; AGT, AGC). W takim
uktadzie mutacje czgsciej skutkujg przejsciami w kierunku reszt hydrofobowych, co stanowi
chemicznie radykalng zmiang i generuje wysoki koszt selekcyjny.To sprawia, ze wartosci Fn
osiagaja szczegblnie wysokie poziomy przy niskim TG. Z kolei minimum przy
umiarkowanych warto$ciach (0,4—-0,6) wskazuje na stan bardziej zrownowazony. Tymina i
guanina dostarczaja wowczas kodonoéw zaréwno dla reszt hydrofobowych — leucyny (TTA,
TTG, CTT, CTC, CTA, CTG), waliny (GTT, GTC, GTA, GTG), izoleucyny (ATT, ATC,
ATA) oraz fenyloalaniny (TTT, TTC) — jak i dla reszt polarnych i matych, takich jak glicyna
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(GGT, GGC, GGA, GGG), alanina (GCT, GCC, GCA, GCG), treonina (ACT, ACC, ACA,
ACG), prolina (CCT, CCC, CCA, CCG), seryna (TCT, TCC, TCA, TCG; AGT, AGC) czy
arginina (CGT, CGC, CGA, CGG; AGA, AGG). W takim uktadzie szeroka dostgpnos¢
kodonow synonimicznych i konserwatywnych substytucji ogranicza koszt selekcyjny,
prowadzac do najstabszego sygnatu selekcji aminokwasowej. Przy wysokich frakcjach TG
(>0,8) wartosci ponownie rosng, cho¢ mniej stromo niz przy niskich TG. Wysoki udziat tych
nukleotydow wzmacnia obecnos¢ rodzin hydrofobowych i kodonéw bogatych w GC, co
zwigksza prawdopodobienstwo mutacji prowadzacych do zmian klas chemicznych
aminokwasow 1 umiarkowanie podnosi koszt selekcyjny.

Roznice pomigdzy macierzami selekcyjnymi sg najwieksze przy niskim TG. GRAR740104
przewiduje najwigksze wartosci, akcentujac koszty wynikajace ze skokéw w polarnosci i
objetosci bocznych tancuchow aminokwasowych (Grantham, 1974). Macierze oparte na
energiach kontaktowych (MY1S990104) wykazujg znacznie nizsze wartosci (~1,0-2,0),
wskazujac na mniejsza wrazliwo$¢ na chemiczng radykalnos¢ zmian. W zakresie minimum
(0,4-0,6) roznice pomiedzy macierzami sg najmniejsze, co odzwierciedla dominacje przejs¢
konserwatywnych i synonimicznych.

W celu ilosciowej charakterystyki uzyskanych wynikow przeprowadzono analizg
statystyk opisowych oraz skupien dla wartosci sity selekcji me(F7***). Zestawienia obejmuja
podstawowe miary tendencji centralnej (§rednia, mediana) 1 rozproszenia (minimum,
maksimum, odchylenie standardowe), a takze rozktady stacjonarne odpowiadajace
warto$ciom skrajnym. Dodatkowo wykorzystano metode¢ k-means do wyodrgbnienia grup
macierzy o zblizonym profilu dziatania. Takie podejScie pozwala uchwyci¢ zard6wno og6lne
wzorce, jak i specyfike poszczegdlnych macierzy, a takze wskaza¢ kontrasty pomiedzy
wariantami ujawniajacymi silny sygnat selekcyjny a tymi, ktore dziataja w sposob bardziej
stabilny i thumiacy.

Tabela 6. Podstawowe statystyki minimum, maksimum, mediana, $rednia odchylenie
standardowe obliczone dla F%* i rozktadoéw stacjonarnych nukleotydow w zalezno$ci od

uzytej macierzy dla kodu 1.

macierz Min Median | Srednia | Max SD

BIOV880101 | 0.217935 | 1.355545 | 1.428311 | 6.39043 | 0.585077
BLAMO930101 | 0.234242 | 1.304515 | 1.376259 | 6.12528 | 0.568541
CEDJ970104 | 0.226321 | 1.463705 | 1.531668 | 7.07233 | 0.626865
GRAR740104 | 0.245085 | 1.696345 | 1.880866 | 9.01596 | 0.901192
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LIFS790101 | 0.23736 | 1.36233 | 1.428148 | 5.89391 | 0.573899
MAXF760101 | 0.274063 | 1.43858 | 1.534864 | 7.28519 | 0.655263
MY1S990104 | 0.223104 | 0.894327 | 0.941958 | 4.79283 | 0.465281
NAKH920108 | 0.217972 | 1.354285 | 1.437968 | 6.64391 | 0.617859
TSAJ990101 | 0.20852 | 1.463745 | 1.537802 | 6.56251 | 0.641846

Tabela 6. przedstawia zestawienie podstawowych statystyk opisowych sity selekcji
EM* dla poszczegolnych macierzy kosztow aminokwasowych, obejmujgce wartosci
minimalne i maksymalne, mediany, §rednie oraz odchylenia standardowe. Analiza tych
danych pozwala uchwyci¢ ogdlne wzorce oraz zroznicowanie intensywnosci selekcji w
zaleznosci od zastosowanej macierzy.

Najbardziej wyrazistym przypadkiem jest macierz GRAR740104, ktora charakteryzuje
si¢ najwyzsza $rednig wartoscig F;"** (=1,88), najwicksza mediang (~1,70) oraz
zdecydowanie najwyzszym maksimum (ponad 9,0). Towarzyszy temu rowniez najwyzsze
odchylenie standardowe (=0,90), swiadczace o duzej zmiennosci pomi¢dzy poszczegdlnymi
rozktadami nukleotydowymi. Takie zestawienie wskazuje, ze ta macierz ujawnia nie tylko
silny efekt selekcji aminokwasowej, ale rowniez wyjatkowa wrazliwo$¢ na zmiany w tle
mutacyjnym. GRAR stanowi wigc przyktad macierzy, ktdéra wzmacnia sygnal selekcyjny i
pozwala wychwyci¢ zarowno sytuacje ekstremalne, jak i1 szeroki zakres wartosci posrednich.
Zupelnie inny obraz wytania si¢ z analizy macierzy MY15990104. Srednia warto$é ¥ nie
przekracza 1,0, mediana jest najnizsza ze wszystkich analizowanych przypadkow, a
maksimum wynosi jedynie 4,79. Odchylenie standardowe (=0,47) pozostaje najnizsze w
catym zestawieniu, co $wiadczy o niewielkim rozproszeniu i stabilnym profilu wartos$ci.
Oznacza to, ze w ujeciu tej macierzy selekcja aminokwasowa dziata stosunkowo stabo i
jednorodnie, a mutacyjne tto odgrywa rolg dominujaca.

Pozostate macierze (BIOV880101, BLAM930101, CEDJ970104, LIFS790101,
MAXF760101, NAKH920108, TSAJ990101) zajmuja pozycje posrednia. Srednie wartosci
mieszczg si¢ w przedziale 1,3—1,5, maksima osiggaja poziom od okoto 5,9 do 7,3, a
odchylenia standardowe pozostaja na poziomie 0,57—-0,66. Ten zakres wskazuje, ze sita
selekcji w tych macierzach jest umiarkowana i bardziej stabilna niz w GRAR740104, ale
wyrazniejsza niz w MYIS990104.

Podsumowujac, dane z Tabeli 6 pokazuja, ze macierz GRAR740104 stanowi
przypadek szczegodlnie intensywnej i zmiennej selekcji, MYIS990104 reprezentuje profil
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tlumienia efektow selekcyjnych i stabilno$ci, natomiast pozostate macierze tworza szeroka
grupe posrednig o umiarkowanej sile selekcji. Takie zestawienie podkresla znaczenie doboru
macierzy kosztow w modelach analizy, poniewaz wptywa on bezposrednio na uzyskane

warto$ci 1 ich interpretacje.

Tabela 7. Minimalne wartosci E;*** dla rozktadow stacjonarnych dla macierzy

selekcyjnych dla kodu 1.

A T G C min macierz

0.06 0.13 0.7 0.11 0.217935 | BIOV880101

0.05 0.05 0.26 0.64 0.234242 | BLAM930101

0.05 0.1 0.62 0.23 0.226321 | CEDJ970104

0.05 0.07 0.2 0.68 0.245085 | GRAR740104

0.05 0.09 0.26 0.6 0.23736 LIFS790101

0.05 0.14 0.31 0.5 0.274063 | MAXF760101

0.05 0.07 0.23 0.65 0.223104 | MY1S990104

0.05 0.06 0.24 0.65 0.217972 | NAKH920108

0.05 0.06 0.24 0.65 0.20852 TSAJ990101

Tabela 7 zestawia minimalne wartosci sity selekcji F7'%* dla poszczegolnych macierzy
kosztow aminokwasowych wraz z odpowiadajacymi im rozktadami stacjonarnymi
nukleotydow. Zakres uzyskanych wartosci miesci si¢ w przedziale od 0,2085 do 0,2740, co
0znacza, ze nawet w najbardziej sprzyjajacych warunkach mutacyjnych selekcja
aminokwasowa moze zosta¢ znaczaco sthumiona i ustapi¢ miejsca dominujgcej presji
mutacyjnej.

W wigkszos$ci macierzy minimalne wartosci pojawiaja si¢ w uktadach silnie
przesunigtych w strong przewagi cytozyny i1 guaniny. Typowy profil charakteryzuje si¢
udziatem C na poziomie 60—68% oraz G na poziomie 20-26%, podczas gdy adenina i tymina
ograniczone sg do zaledwie 5-10%. Tego rodzaju wzorzec powtarza si¢ w wielu
przypadkach, m.in. w macierzach BLAM930101, MY1S990104, NAKH920108 czy
TSAJ990101. Obecnos¢ cytozyny jako dominujacej zasady oraz towarzyszacej jej
umiarkowanej przewagi guaniny jednoznacznie wskazuje, ze genomy bogate w GC sprzyjaja

minimalizacji wptywu selekcji aminokwasowe;.
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Pewne zréznicowanie wida¢ w uktadach, w ktérych dodatkowo podwyzszony zostaje
udziat tyminy, jak w macierzy BIOV880101 (ry = 0,13, m; = 0,7). W takim przypadku
selekcja rowniez osigga niskie wartosci, co sugeruje, ze mechanizm ostabienia selekcji nie
ogranicza si¢ wylacznie do przewagi cytozyny, ale obejmuje szerzej konfiguracje z silng
asymetrig nukleotydowg. Podobny charakter maja wyniki dla macierzy CEDJ970104 1
MAXF760101, w ktorych minima obserwowane sg przy relatywnie wyzszych udziatach
tyminy (10-14%), przy jednoczesnej dominacji G i C.

Interpretacja Tabeli 7 prowadzi do wniosku, Ze najnizsze wartosci sily selekcji
ujawniaja si¢ w warunkach silnie spolaryzowanego tta mutacyjnego. Dominacja cytozyny,
czgsto wspierana przez guaning, skutecznie thumi efekt selekcyjny, a wzrost udziatu A1 T
jedynie w niewielkim stopniu zmienia ten obraz. Oznacza to, ze w uktadach nukleotydowych
przesunigtych ku GC selekcja aminokwasowa ma ograniczone znaczenie i staje si¢

komponentem wtdérnym wobec presji mutacyjne;.

Tabela 8. Rozktady stacjonarne maksymalizujace F;** dla macierzy selekcyjnych

A T G C max macierz

0.84 0.05 0.05 0.06 9.01596 | GRAR740104

0.12 0.77 0.05 0.06 6.39043 | MAXF760101

0.07 0.81 0.06 0.06 7.07233 | CEDJ970104

0.1 0.78 0.06 0.06 6.64391 | NAKH920108

0.1 0.79 0.05 0.06 6.56251 | TSAJ990101

0.15 0.74 0.05 0.06 6.39043 | BIOV880101

0.11 0.78 0.05 0.06 6.12528 | BLAM930101

0.08 0.81 0.05 0.06 5.89391 | LIFS790104

0.06 0.78 0.09 0.07 4.79283 | MY1S920108

Tabela 8 zestawia rozktady stacjonarne nukleotydow odpowiadajace wartosciom

maksymalnym sity selekcji F7*** w poszczegdlnych macierzach kosztow aminokwasowych.
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Dane te pozwalajg wskaza¢, w jakich warunkach tla mutacyjnego ujawniaja si¢ najbardziej
ekstremalne efekty selekcji.

W zdecydowanej wiekszosci przypadkéw maksima obserwowane sg w uktadach silnie
asymetrycznych, zdominowanych przez tyming. Jej udzial przekracza zwykle 0,74 i sigga
nawet 0,81, podczas gdy adenina, guanina i cytozyna redukowane sg do wartosci rzgdu 0,05—
0,10. Przyktadowo, w macierzach CEDJ970104, NAKH920108, TSAJ990101, LIFS790101
czy BLAM930101 maksymalne warto$ci F;'%* pojawiaja si¢ przy przewadze tyminy na
poziomie 77-81%, co jednoznacznie wskazuje, ze skrajna dominacja tej zasady jest
sprzyjajacym warunkiem dla ujawnienia si¢ selekcji aminokwasowe;j.

Wyjatkowa sytuacje stanowi macierz GRAR740104, w ktérej maksymalna warto$é
E** przekraczajaca 9 osiagnieta zostata nie przy dominacji T, lecz adeniny. W tym
przypadku udzial A wynosit okoto 0,84, natomiast pozostate zasady wystepowaty na
poziomie zaledwie 0,05-0,06. Oznacza to, ze skrajna przewaga adeniny moze roOwnie
skutecznie, jak tyminy, prowadzi¢ do ujawnienia maksymalnych efektow selekcji. Podobne
tendencje obserwuje si¢ takze w niektdrych innych macierzach, gdzie wysoki udziat A
(powyzej 0,75) wspotwystepuje z bardzo niskim udziatem pozostatych nukleotydow.

Warto podkresli¢, ze wspolnym mianownikiem wszystkich uktadéw prowadzacych do
warto$ci maksymalnych jest silne zaburzenie réwnowagi nukleotydowe;j. Niezaleznie od tego,
czy dominujacg zasadg jest tymina, czy adenina, zawsze towarzyszy temu minimalny udziat
pozostatych trzech nukleotydow. Takie srodowisko sprzyja znacznemu wzmocnieniu roli
selekcji aminokwasowej i ujawnieniu jej efektow w najbardziej intensywnej postaci.

Podsumowujac, analiza Tabeli 8 pokazuje, ze maksymalne wartosci F;*** pojawiaja
si¢ w uktadach skrajnie spolaryzowanych, w ktorych jedna zasada catkowicie dominuje nad
pozostatymi. Najczesciej jest to tymina, jednak w niektérych przypadkach podobny efekt
wywotuje przewaga adeniny. Oznacza to, ze najwigksza intensywnos¢ selekcji ujawnia si¢ w

warunkach tta mutacyjnego silnie zredukowanego do niemal jednorodnego profilu.

Tabela 9. Srednie wartoéci E™%* dla macierzy oraz klaster, jaki tworza za pomoca

metody k-means

Macierz srednia Grupa

BIOV880101 1.355545 |1

BLAM930101 1.304515 |1

CEDJ970104 1.463705 |1
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LIFS790104 1.36233

MAXF760101 1.43858

NAKH920108 1.354285

TSAJ990101 1.463745

MY15920108 0.894327

w| N R R Rk

GRAR740104 1.696345

Tabela 9 przedstawia wyniki analizy skupien przeprowadzonej metoda k-means, w
ktorej porownano Srednie wartosci sity selekcji F;*%* dla poszczegoélnych macierzy kosztow
aminokwasowych. Celem tego podziatu byto uporzadkowanie macierzy wedtug poziomu
intensywnosci selekcji 1 okreslenie, ktére z nich wykazujg podobny profil dziatania.

Analiza skupien jednoznacznie wskazuje na obecnos¢ trzech stabilnych grup. Pierwsza
z nich stanowi macierz GRAR740104, ktéra utworzyta odrebny klaster. Jej srednia wartos$¢
EM%* jest najwyzsza sposrod wszystkich analizowanych przypadkow i wynosi okoto 1,70. W
potaczeniu z wczesniejszymi wynikami, obejmujacymi najwigksze warto$ci maksymalne i
najwyzsze odchylenie standardowe, GRAR wyraznie reprezentuje profil selekcyjnie
Hintensywny”, w ktorym efekty aminokwasowych kosztéw substytucji ujawniajg si¢ z
najwigkszg silg.

Drugi skraj tworzy macierz MY 15990104, rowniez klasyfikowana jako osobny klaster.
Jej $rednia wartos¢ F;*** jest najnizsza i wynosi okoto 0,89, co pozostaje w zgodzie z
obserwacjami z Tabeli 6, gdzie odnotowano najnizsza Srednig, minimum oraz najmniejsze
odchylenie standardowe. Macierz ta reprezentuje zatem profil ,,mutacyjnie zdominowany”, w
ktérym selekcja aminokwasowa ujawnia si¢ stabo 1 w sposob wyjatkowo stabilny.

Pozostate macierze — BIOV880101, BLAM930101, CEDJ970104, LIFS790101,
MAXF760101, NAKH920108 oraz TSAJ990101 — utworzyty wspdlny klaster posredni.
Srednie wartosci E* w tej grupie mieszcza si¢ w przedziale od okoto 1,30 do 1,46, co
potwierdza ich umiarkowang intensywnos$¢ selekcji. Wyniki te sg zgodne z obserwacjami
wczesniejszych tabel: w kazdej z tych macierzy selekcja jest obecna, ale nie osigga ani
ekstremalnie wysokich, ani wyjatkowo niskich wartosci, a jej zmienno$¢ pozostaje
umiarkowana.

Podsumowujac, Tabela 9 potwierdza, ze wybor macierzy kosztow w istotny sposob
wplywa na oszacowanie sity selekcji aminokwasowej. GRAR dziata jako macierz
wzmacniajaca sygnat selekcyjny i ujawniajgca duze kontrasty, MYIS konsekwentnie thumi
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efekt selekcji, natomiast pozostate macierze tworza grup¢ o profilu umiarkowanym. Podziat
ten dobrze ilustruje zroznicowanie intensywnosci selekcji pomiedzy poszczegdlnymi ujeciami

1 stanowi syntetyczne podsumowanie wczesniejszych analiz.

Figura 13. O$ pionowa wartos$¢ $redniej, o$ pozioma macierze, kolory skupienia,
przerywane linie srodek klastra.
Grupowanie danych za pomoca K-means

1.50
Skupienie
% 1
B 2
w125
3
1.00

BIOWVEED101 BLAMB3ID101 CEDJET104 GRART40104 LIFSTE0101 MAXFTI0101 MYIS890104 NAKHEZD108 TSAJBBD101
Macierz

Analiza skupien (figura 13) wyodrgbnita trzy klasy macierzy: niskie wartosci —
MIYS ($rednia: 0,894327), wartosci posrednie — BIOV (1,355545), BLAM (1,304515),
CEDJ (1,463705), LIFS (1,36233), MAXF (1,43858), NAKH (1,354285), TSAJ (1,463745),
oraz wysokie wartosci — GRAR (1,696345) (Tab9).

Figura 13 ilustruje wyniki analizy skupien k-means, przedstawiajac graficzne
przyporzadkowanie poszczegdlnych macierzy kosztéw aminokwasowych do trzech klastrow.
Na osi poziomej zaprezentowano badane macierze, natomiast na osi pionowej srednie
wartosci sity selekcji me (F;**¥). Kolory wskazuja przynalezno$¢ do poszczegolnych
skupien, a linie przerywane wyznaczajg srodki grup, utatwiajagc wizualng ocen¢ granic miedzy

nimi.
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Podziat graficzny potwierdza wczesniejsze obserwacje z Tabeli 9. Macierz
GRAR740104 zostala wyodrebniona jako osobny klaster, wyraznie przewyzszajac inne
$rednig wartoscig F;*%*Jej pozycja na wykresie podkresla szczegolng rolg tej macierzy jako
najintensywniej ujawniajacej dziatanie selekcji aminokwasowej. Z kolei macierz
MY1S990104, rowniez przedstawiona w osobnym klastrze, zajmuje skrajnie odmienng
pozycje, odpowiadajacg najnizszym warto$ciom srednim. Jest to graficzne potwierdzenie jej
profilu ,,mutacyjnie zdominowanego”, w ktérym selekcja pozostaje staba i stosunkowo
jednorodna.

Pozostate macierze (BIOV880101, BLAM930101, CEDJ970104, LIFS790101,
MAXF760101, NAKH920108, TSAJ990101) grupuja si¢ razem w centralnej cze¢sci wykresu,
tworzac klaster posredni. Wskazuje to, ze cho¢ réznice migdzy nimi sg zauwazalne, ich
intensywnos$¢ selekcji utrzymuje si¢ w zblizonym zakresie i nie osigga ani wartosci skrajnie
wysokich, ani wyjatkowo niskich. Graficzne przedstawienie tych macierzy w jednym klastrze
podkresla ich wspolny, umiarkowany profil.

Interpretacja Figury 13 prowadzi do wniosku, ze wizualizacja klastrow w syntetyczny
sposob podsumowuje zréznicowanie pomiedzy macierzami. GRAR740104 reprezentuje
wariant wyraznie wzmacniajacy sygnal selekcyjny, MYIS990104 thumi ten efekt i lokuje si¢
na przeciwnym biegunie, natomiast wszystkie pozostate macierze zachowujg charakter
posredni. Podziat graficzny wzmacnia zatem wczesniejsze wnioski 1 pozwala na tatwe
uchwycenie ogélnych zaleznosci w dziataniu selekcji aminokwasowej w zalezno$ci od
zastosowanej macierzy kosztow.

Analiza statystyk opisowych (tab. 6-9) wskazuje na wyrazne réznice pomigdzy
zastosowanymi macierzami selekcyjnymi, zarowno pod wzgledem wartosci minimalnych, jak
i maksymalnych, a takze §rednich 1 wariancji. Najwyzsze warto$ci §rednie oraz ekstremalne
uzyskiwano dla macierzy GRAR740104, co odzwierciedla jej szczegolng wrazliwo$¢ na
chemiczng radykalnos¢ substytucji aminokwasowych. Srednia dla tej macierzy wyniosta 1,88,
a warto$¢ maksymalna osiggneta az 9,02, co znaczaco przewyzsza pozostate przypadki. W
przeciwienstwie do tego, najnizsze wartosci rejestrowano dla macierzy MI1YS990104
($rednia: 0,94; maksimum: 4,79), co potwierdza jej mniejsza czulo$¢ na roznice wynikajace z
polarnos$ci czy objetosci bocznych tancuchow. Pozostate macierze (BIOV880101,
BLAM930101, CEDJ970104, LIFS790101, MAXF760101, NAKH920108, TSAJ990101)
zajmujg pozycje posrednig, ze $rednimi wartosciami w zakresie ~1,30—1,54 oraz maksimami

w granicach 5,9-7,3(Tab.6). Warto zwréci¢ uwagg na kontekst rozktadow stacjonarnych,
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przy ktérych obserwowano minima i maksima. Najnizsze wartosci selekcji pojawialy si¢
najczesciej przy wysokim udziale G i C. Przyktadowo, dla GRAR740104 minimum (0,245)
wystapito przy rozktadzie w,=0,05, ©;=0,07, 7;=0,20, 7,=0,68, natomiast dla TSAJ990101
najnizsze minimum w catym zestawie (0,209) odnotowano przy m,4=0,05, 7+=0,05, 7;=0,24,
=0,65 (Tab. 7) . Wysoka zawarto$¢ G i C zwigksza bowiem udziat rodzin czterokrotnie
zdegenerowanych, co sprzyja mutacjom synonimicznym i ostabia sygnat selekcji. Z kolei
najwieksze warto$ci uzyskiwano przy przewadze adeniny. Dla GRAR740104 maksimum
(9,02) pojawito si¢ przy m,=0,84, m+=0,05, m;=0,05, 7,=0,06, a dla CEDJ970104 (7,07) oraz
TSAJ990101 (6,56) dominowaty uktady z bardzo wysoka zawartoscia T (0,78-0,81) i
niewielkim udzialem pozostatych zasad (tab. 8) . Takie rozktady promuja mutacje
prowadzace do przej$¢ pomiedzy resztami o skrajnie odmiennych wtasciwosciach
chemicznych, co znaczaco podnosi koszt selekcyjny.

Dodatkowo, analiza skupien (Fig. 13) przeprowadzona metodg k-means pozwolita
wyrdzni¢ trzy klasy macierzy: o niskich wartosciach — reprezentowang przez MIYS; o
warto$ciach posrednich — obejmujacg BIOV880101, BLAM930101, CEDJ970104,
LIFS790101, MAXF760101, NAKH920108, TSAJ990101; oraz o wysokich warto§ciach —
GRAR740104. Podziat ten dobrze odzwierciedla réznice w podej$ciu poszczegdlnych
macierzy do oceny kosztow substytucji aminokwasowych: od ujecia energetycznego
(MIYS990104), przez kryteria strukturalne (wigkszo$¢ macierzy posrednich), po silne
akcentowanie skrajnych r6znic chemicznych (GRAR740104).

Wyniki te potwierdzaja, ze wybor macierzy selekcyjnej istotnie wptywa na wartosci
szacowanej sity selekcji, a szczeg6lnie silne kontrasty wystepuja pomiedzy macierza
GRAR740104 1 MIYS990104. Ostateczny obraz wskazuje, ze to wlasnie struktura kodu
genetycznego i chemiczna natura aminokwasow w potaczeniu z przyjetym modelem kosztow
determinujg, w jakim zakresie selekcja ogranicza konsekwencje mutacji w roznych

rozktadach stacjonarnych nukleotydow.

4.1.4 Podsumowanie

Zestawienie wynikdw ujawnia, ze rézne charakterystyki aminokwaséw w roznym
stopniu determinuja odchylenia uzywalno$ci kodonow od wzorcow neutralnych. Najsilniejszy
1 najbardziej systematyczny sygnat zapewniajg wtasciwosci chemiczne ujete w macierzy
Granthama (GRAR740104), obejmujace polarno$¢, sktad chemiczny i objetos¢ tancuchow
bocznych (Grantham, 1974). Zgodnie z ujgciem minimalizacji kosztow btedéw (Haig i Hurst,
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1991), (Freeland i Hurst, 1998), (Gilis i in., 2001), to réznice fizykochemiczne najsilniej
ksztaltujg konserwatywnosc¢ 1 ,,radykalnos$¢™ substytucji, co przektada si¢ na najwyzsze
oszacowania.

Macierze strukturalne (BLAM930101, LIFS790101, BIOV880101, MAXF760101)
ujawniaja wplyw umiarkowany: preferencje helikalne i 3-arkuszowe oraz ograniczenia
konformacyjne moduluja uzywalnos$¢ kodonéw, lecz z reguty stabiej niz cechy chemiczne.

Macierze kontekstowe (NAKH920108, CEDJ970104) wskazuja, ze lokalizacja
(btonowa, subkomoérkowa) moze wzmacnia¢ selekcje w okreslonych srodowiskach, co
wyjasnia wysokie maksima (np. CEDJ970104: 7,07233), cho¢ $rednie pozostaja posrednie.

Najnizsze warto$ci obserwowane dla MIYS990104 sugeruja, ze parametry globalnych
energii kontaktowych (Miyazawa 1 Jernigan, 1999) silniej odzwierciedlajg stabilno$¢ catych
biatek niz lokalne koszty pojedynczych substytucji, a zatem stabiej przektadajg si¢ na
selekcyjne roznicowanie uzywalnosci kodonow.

Zaleznosci od frakcji nukleotydowych (figury 3-12) potwierdzaja spojne wzorce:
wzrost wraz z AT oraz spadek wraz z GC, a takze krzywe U-ksztaltne dla TC 1 AG z
minimami przy proporcjach zblizonych do réwnowagi (0,4—0,6).

Whioski te sg zbiezne z hipoteza ewolucyjnej optymalizacji kodu genetycznego
wzgledem minimalizacji kosztow substytucji chemicznie radykalnych (Knight i in., 2001),
(Haig i Hurst, 1991), (Freeland i Hurst, 1998), (Gilis i in., 2001) oraz z analizami
alternatywnych kodow genetycznych (Btazej 1 in., 2017), w ktérych spojniejsze bloki

przypisan aminokwasow moga zwicksza¢ odpornos¢ na zaburzenia tta mutacyjnego.

4.2. Alternatywne kody genetyczne

Analizy zostaty przeprowadzone na 26 alternatywnych kodach genetycznych
pobranych z bazy NCBI, z uwzglgdnieniem rozktadéw stacjonarnych symulujgcych presje
mutacyjne, zarowno w kontekscie pojedynczych nukleotydow A, T, G, C jak i ich kombinacji
AT, GC, AG, TC, AC, TG. Sporzgdzono wykresy zalezno$ci sity me (F*%*) (odchylenia w
uzywalno$ci spowodowanego przez selekcje na poziomie aminokwasowym), jak i zestawiono
stacjonarne rozktady maksymalizujace i minimalizujace me (E;*%¥) . Obliczono podstawowe
statystyki, dokonano grupowania na podstawie $rednich. Do analiz wykorzystano macierz
GRAR740104 (Grantham, 1974).
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4.2.1 Jednonukleotydowe frakcje A, T, C, G-Alternatywne kody

Analiza zaleznosci sity selekcji me(E;***) przy uwzglednieniu udziatu
poszczegbdlnych nukleotyddw na site selekcji aminokwasowej jest kluczowa dla zrozumienia
mechanizmow ksztaltujacych uzywalnos¢ kodondéw synonimicznych. Kazdy z czterech
nukleotydow- adenina (A), tymina (T), guanina (G) oraz cytozyna (C) wnosi wtasng
specyfike w procesy ewolucyjne. Adenina i tymina, ze wzgledu na podwojne wigzania
wodorowe, tworza pary zasad mniej stabilne niz pary GC. Ich przewaga sprzyja wigkszej
podatnos$ci na mutacje i moze zwigkszac ryzyko pojawiania si¢ kodondéw terminacyjnych. Z
kolei guanina i cytozyna, taczone trzema wigzaniami wodorowymi, nadaja genom wigksza
stabilno$¢, co znajduje odzwierciedlenie w charakterze mutacji prowadzacych do zmian
konserwatywnych.

Z punktu widzenia ewolucji i selekcji aminokwasowej istotne jest wigc nie tylko, jakie
aminokwasy reprezentuje dany kodon, ale takze jakie zasady go tworzg. Wysoka zawarto$¢
AT oraz wysoka zawarto$§¢ GC prowadza do odmiennych uktadéw ryzyka mutacyjnego: w
genomach bogatych w AT czgéciej pojawiaja si¢ kodony ,,bliskie stop”, narazone na
niekorzystne zmiany, natomiast przewaga GC tworzy kontekst bardziej konserwatywny,
ograniczajacy ryzyko radykalnych substytucji. ROwnoczesnie udzial poszczegdlnych
nukleotydow determinuje strukture kodonéw synonimicznych i wptywa na rozktad
mozliwych substytucji w ramach rodzin kodonowych.

Wprowadzenie tej perspektywy pozwala zrozumie¢, ze analiza oddziatywania selekcji
aminokwasowej nie moze by¢ oderwana od tta nukleotydowego. Kazda zmiana w proporcji
A, T, G1C pociaga za soba konsekwencje nie tylko dla stabilnos$ci genomu, ale takze dla
intensywnosci dziatania selekcji korygujacej skutki mutacji. Dlatego zestawienie sily selekcji
z udziatem pojedynczych nukleotydow stanowi wazny krok w ocenie interakcji migdzy presja
mutacyjng a procesami selekcyjnymi 1 otwiera droge do interpretacji wynikow

zaprezentowanych w dalszej czesci pracy.

72



73:52620

GRART740104

Zhior 1 Zbior 2
104 104
84 8-
8 84
7 74
- —
B 6 B B
W s ¥ s
T ] T .
E E
3 37
21 21
14 11
o T T T T T T T T T o T T T T T T T T T
0.05 015 025 0.35 045 055 0.65 075 D85 0.05 015 0.25 0.35 045 0585 065 075 DEs
Ta a
kody kody
— — — — D w4 =
Zbidr 3 Zbidr 4

-
-

me(F7™)
0O = koW od @D = mD D

me(F™)
[= TR % I AR L - I - - =]

_/

D05 015 025 035 D45 055 085 075 085 DO5 015 025 035 045 055 0.65

R £y
kody kody
Y mesm FH s JF 0 w3 e 33

Figura 14. Zaleznosc¢ sity selekcji me(E;***) na poziomie aminokwasowym w
ksztattowaniu uzywalnosci kodonoéw od symulowanej presji mutacyjnej przez rozktad
stacjonarny adeniny dla kodow genetycznych przy uzyciu macierzy GRAR740104
(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbior 1 to kody 1, 2, 3,4, 5, 6, 9,
Zbior 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbidr 3 to kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbior 4 to
kody 28, 29, 30, 31, 32, 33. Kody 6,9, 14, 15, 21, 24, 26, 27, 29, 32 tworza odrgbna grupe,

ktorej przebieg jest bardziej wyptaszczony. Najsilniejszy efekty obserwowany w kodach 2,
12,16, 22, 23, 25,30. Szczegodlnie wysokie wartosci wida¢ w kodach 22,23,30

W przypadku adeniny (Fig. 14) obserwowany jest wzrost wartosci me(F7*%*) wraz
ze wzrostem 1. Szczegodlnie wyraznie trend ten ujawnia si¢ w kodach, w ktorych kodony
stop zostaty przypisane do aminkwasow. Usunigcie potencjalnie letalnych mutacji uwalnia
woweczas przestrzen do bardziej subtelnego dziatania selekcji aminokwasowej. Ciekawym

przyktadem jest wariant z przypisaniem TGA — Gly, znany m.in. z kodu 25
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(SR1/Gracilibacteria). Ta zmiana przypisania kodonu prowadzi do poszerzenia
konserwatywnego bloku dla glicyny, co skutkuje obnizeniem $rednich kosztow substytucji i
minimalizacjg ryzyka zmian niekorzystnych. Zaleznos$¢ ta dobrze ilustruje mechanizm, w
ktorym eliminacja kodondéw stop wzmacnia efekty selekcji. Mozna zauwazy¢ wraz ze
wzrostem presji mutacyjnej generujacej wiecej adeniny nastgpuje systematyczny wzrost
udziatu sity selekcji w ksztattowaniu uzywalnosci kodondéw synonimicznych. Warto
zauwazy¢, ze kody 6,9, 14, 15, 21, 24, 26, 27, 29, 32 to najbardziej zwarta, ,,ptaska” grupa —
wartos$ci sg najnizsze 1 zmieniajg si¢ najstabiej w zakresie catego rozktadu stacjonarnego A.
Kody te zachowuja wszystkie trzy kodony stop lub wprowadzaja jedynie lokalne
przesunigcia, takie jak CTG—Ala czy AT A—Met. Zmiany tego typu nie prowadza do
przebudowy blokéw konserwatywnych, przez co rola selekcji w ksztattowaniu uzywalnosci
kodonow jest znacznie stabsza 1 mniej zalezna od tta mutacyjnego. Najbardziej strome krzywe
1 najwyzsze wartosci uzyskano w kodach 22, 23 i 30, obserwuje si¢ w nich istotne zmiany
przypisan — w kodzie 22 TAG—Leu oraz TCA—STOP, w kodzie 23 TTA—STOP, natomiast
w kodzie 30 TAA—Glu oraz TAG—Glu — €0 znaczgco ogranicza liczb¢ klasycznych
sygnatow terminacyjnych 1 lub prowadzi do zmiany uktadu kodonéw stop. Roéwniez w
kodach 2, 12, 16 i 25 jest podobny trend chodZ o mniejszym wzro$cie. Wspdlng cechg tej
grupy jest ograniczenie liczby kodondw terminacyjnych lub przypisanie ich do aminokwasow

o duzej konserwatywnosci.
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Figura 15. Zaleznosc¢ sity selekcji me(E;***) na poziomie aminokwasowym w
ksztattowaniu uzywalnosci kodonoéw od symulowanej presji mutacyjnej przez rozktad
stacjonarny tyminy dla kodow genetycznych przy uzyciu macierzy GRAR740104
(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbior 1 to kody 1, 2, 3,4, 5,6, 9,
Zbior 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbior 3 ro kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbior 4 to
kody 28, 29, 30, 31, 32, 33. Kody 6, 15, 25, 26, 27, 29, 32 tworza odrgbna grupg, ktorej

przebieg jest bardziej wyptaszczony. Najsilniejszy efekty obserwowany w kodzie 2.

Dla tyminy (Fig. 15) zalezno$¢ mr a me(F;*%*) nie ma ona charakteru ogdlnego, lecz
wyodrebnia pewna specyficzng grupe kodow (6, 15,25, 26,27, 29 i 32). Warianty te taczy
fakt, ze w wiekszos$ci z nich kodony stop zostaly przepisane na aminokwasy, co prowadzi do
rozszerzenia blokow konserwatywnych i zwigkszenia zakresu lokalnej tolerancji wobec
mutacji. Dla przyktadu, w kodzie 6 (Ciliate, Dasycladacean i Hexamita nuclear) kodony
TAA/TAG zostaty przypisane do glutaminy, w kodzie 15 (Blepharisma nuclear) TAG koduje
Gln, w kodzie 27 (Karyorelict nuclear) TAA/TAG koduja Gln, a TGA koduja Trp, w kodzie

29 (Mesodinium nuclear) kodony TAA/TAG zostaty przypisane do tyrozyny, a w kodzie 32
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(Balanophoraceae plastid) kodon TAG odpowiada za tryptofan. Rozszerzanie blokow
aminokwasowych poprzez zmian¢ kodondw stop w kodony sensowne pozwala na bardziej
konserwatywne zmiany i obnizenie kosztow mutacji. Warto zauwazy¢, ze kod 26 (Pachysolen
tannophilus nuclear) odstaje od tego schematu, gdyz dotyczy on zmiany CTG — Ala, a nie
przypisania kodonow stop do aminokwasow, co pokazuje, ze grupowanie obserwowane w
analizach moze by¢ efektem ztozonych i specyficznych czynnikow zaleznych od kodu. W
kodzie 2 (mitochondrialnym kregowcdw) obserwuje si¢ przesunigcia przypisan —
AGA—STOP, AGG—STOP, ATA—Met oraz TGA—Trp, ktore redukuja liczbe kodonow
terminacyjnych i zmniejszaja liczb¢ kodonow izoleucynowych do 2.
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Figura 16. Zaleznosc¢ sity selekcji me(E;***) na poziomie aminokwasowym w
ksztattowaniu uzywalnosci kodonoéw od symulowanej presji mutacyjnej przez rozktad
stacjonarny cytozyny dla kodéw genetycznych przy uzyciu macierzy GRAR740104
(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbior 1 to kody 1, 2, 3,4, 5,6, 9,
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Zbior 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbior 3 ro kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbior 4 to
kody 28, 29, 30, 31, 32, 33. Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworzg odrebng grupe, ktorej przebieg
jest bardziej wyptaszczony.

Zupelnie inny obraz ujawnia si¢ przy analizie cytozyny (Fig.16). Zaleznos¢
me(E™**) od . nie ma charakteru monotonicznego, lecz uktada si¢ w profil nieliniowy z
dwoma maksimami przy skrajnie niskiej 1 bardzo wysokiej frakeji cytozyny oraz wyraznym
minimum przy wartosciach posrednich. Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworza odrebng grupe,
ktorej przebieg jest bardziej wyptaszczony i stale malejacy wraz ze wzrostem .. W ich
przypadku zmiany majg charakter bardziej ograniczony i dotyczg gléwnie pojedynczych
przesuni¢¢, takich jak przekazanie kodonu ATA do metioniny czy CTG do alaniny. Kody te
w wigkszo$ci zachowuja pelny zestaw kodonow terminacyjnych, a wprowadzane modyfikacje
nie przebudowujg istotnie blokéw konserwatywnych aminokwasow. W efekcie profil
dziatania selekcji pozostaje sptaszczony, a wplyw tta mutacyjnego dominuje nad efektami
minimalizacji kosztow substytucji. Rowniez kod 2 wykazuje malejaca zawrtos¢ me (F;*%*)
wraz ze wzrostem m.. Zjawisko to dobrze koresponduje z ujeciem, w ktorym selekcja na
poziomie aminokwasOw ujawnia si¢ najpetniej tam, gdzie presja mutacyjna nie jest
dominujaca, lecz pozostawia przestrzen do dzialania selekcji oraz w drugim skrajnym

przypadku, gdy presja mutacyjna jest bardzo duza (Btazej i in., 2017), (Pawlak i in., 2023).
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Figura 17. Zaleznosc¢ sity selekcji me(E;***) na poziomie aminokwasowym w
ksztattowaniu uzywalnosci kodonoéw od symulowanej presji mutacyjnej przez rozktad
stacjonarny guaniny dla kodéw genetycznych przy uzyciu macierzy GRAR740104
(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbior 1 to kody 1, 2, 3,4, 5,6, 9,
Zbior 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbior 3 ro kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbior 4 to
kody 28, 29, 30, 31, 32, 33. Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworza odrebna grupe, ktorej przebieg

jest bardziej wyptaszczony.

Podobny charakter ma profil obserwowany dla guaniny (Fig.17). Takze tutaj pojawiaja
si¢ dwa maksima przy skrajnych wartosciach G i wyrazne ostabienie efektu selekcji w
zakresie frakcji 0,3-0,5. Mozna to interpretowacé, jako przedziat, gdzie wptyw selekcji na
poziomie aminokwasowym ma mniejszy udzial w ksztattowaniu uzywalnosci kodonow
synonimicznych, w efekcie me (F;"%¥) osiaga nizsze warto$ci (Btazej i in. 2017), (Pawlak i
in. 2023).
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Zaleznosc¢ sily selekcji me (F7"**) na poziomie aminokwasowym w ksztattowaniu
uzywalnosci kodonow od symulowanej presji mutacyjnej przez rozklad stacjonarny guaniny
dla kodow genetycznych przy uzyciu macierzy GRAR740104. Tutaj rowniez kody 6, 15, 26,
27,29, 32 tworza odrebna grupe, ktorej przebieg jest bardziej wyptaszczony. Najsilniejszy
efekt obserwowany w kodach 2, 12, 13,22, 30, 31, 33. Wspdlng cechg jest ograniczenie liczby
klasycznych kodonow terminacyjnych poprzez przypisanie ich do aminokwasow, najczgscie)
o wysokiej konserwatywnosci, takich jak tryptofan, glutamina, glicyna czy metionina. Dzigki
temu potencjalnie letalne mutacje nonsense’owe zostaja zastgpione konserwatywnymi
zmianami, co poszerza bloki funkcjonalne i zmniejsza koszty substytucji. W rezultacie kody

te wzmacniajg role selekcji aminokwasowe] w ksztaltowaniu uzywalnosci kodonow.

4.2.2 Frakcje ztozone AT, GC, pirymidyny, puryny, pary mieszane-Alternatywne
kody

W dalszej czgsci rozdzialu przedstawione zostang wyniki dotyczace frakcji ztozonych,
obejmujacych pary zasad komplementarnych (AT, GC), klasy chemiczne (puryny,
pirymidyny) oraz uktady mieszane. Analiza tych zestawien pozwala uchwyci¢ bardziej
wyrazne wzorce oddziatywania miedzy mutacjami a selekcjg aminokwasowa niz w
przypadku pojedynczych nukleotydow. Szczegdlna uwaga zostanie zwrdcona na
zréznicowanie efektow w zaleznos$ci od zastosowanej macierzy selekcyjnej, co umozliwia
oceng, w jaki sposob rozne kryteria opisu wlasciwosci aminokwasoéw wplywaja na ostateczny

obraz sity selekc;ji.

79



80:30650

GRART740104

Zbior 1 Zbidr 2
4 4
-~ 3 — 3
] ]
E & E e
[N [N
B 21 5 2
E _/ E ___./
1 1-
ettt e
005 015 025 035 045 055 0685 075 085 005 015 025 035 045 055 065 075 D85
Mg+ Ty Mg+ Ty
kody kody
— — g —— — 2 = {4 = 16
Zhior 3 Zbior 4
4 4
31 3
= o] = o
] D
. ___/ &
. N /
i
005 015 025 035 045 0.55 0.85 075 0.85 005 015 025 035 045 0.55 0.es 078 0.85
Tat+ T Tyt Tp
kody kody

Figura 18. Zaleznos¢ sity selekcji me(E;***) na poziomie aminokwasowym w
ksztaltowaniu uzywalnosci kodondéw od symulowanej presji mutacyjnej przez rozktad
stacjonarny adeniny i tymint dla kodéw genetycznych przy uzyciu macierzy GRAR740104
(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbior 1 to kody 1, 2, 3, 4,5, 6, 9,
Zbior 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbidr 3 to kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbidr 4 to
kody 28, 29, 30, 31, 32, 33. Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworza odrebng grupe, ktorej przebieg

jest bardziej wyptaszczony. Najsilniejszy efekty obserwowany w kodach 2, 12, 13, 22.

Analiza przedstawiona na Figurze 18 ukazuje ze, w rozktadzie stacjonarnym wraz ze
wzrostem rosng 14 + 1 rosng tez wartosci me (F;*%*) . Oznacza to, ze w warunkach silnej
presji mutacyjnej generujacej AT, selekcja na poziomie aminokwasowym zostaje
wzmocniona i uwidacznia si¢ we wzorze uzywalnosci kodonéw (Btazej i in. 2017), (Pawlak 1
in. 2023). Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 znowu tworza odrebnag grupe, ktorej przebieg jest

bardziej wyptaszczony. Najsilniejszy efekty obserwowany w kodach 2, 12,13, 22,
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charakterystyczne dla mitochondriéw, odznaczaja si¢ licznymi zmianami przypisan, ktore
redukuja liczbe kodonoéw terminacyjnych i zmieniajg pulg kodonéw dla aminokwasow
konserwatywnych. Zmiany takie jak TGA—Trp, ATA—Met, AGA/AGG—STOP/Ser, czy
TAG—Leu i CTN—Thr zwi¢kszaja elastyczno$¢ translacji i sprzyjaja minimalizacji kosztow
substytucji w ograniczonych genomach organelli.

Zjawisko to mozna powigza¢ z kilkoma mechanizmami. Po pierwsze, w genomach o
wysokiej zawartosci AT maleje roznorodno$¢ synonimicznych kodondéw dostepnych dla
wielu aminokwasow. W praktyce oznacza to, ze pul¢ mozliwych ,,bezpiecznych” mutacji
ograniczaja preferencje mutacyjne, a kazda zmiana kodonu w wigkszym stopniu powoduje
koszty na poziomie aminokwasdéw. Kodony stop charakteryzujg si¢ udziatem nukleotydu A
oraz T w sktadzie, totez wysoka presja mutacyjna powodowataby zwigkszong ilo§¢ kodonow
niebezpiecznych, ktore mogg zmutowa¢ w kodony stop (TAA, TAG i TGA ) przez
pojedyncza mutacje, natomiast selekcja na poziomie aminokwasowym przeciwdziata temu
zjawisku, co obserwujemy, jako odchylenie w uzywalnosci tych kodonéw spowodowane
przez selekcje. Podobne zaleznos$ci opisywano wczesniej w badaniach nad genomami
pasozytow i organizmow, ktorych genomy sg bogate w AT (Hershberg i Petrov, 2008),
(Plotkin i Kudla, 2011).
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Figura 19. Zaleznosc¢ sity selekcji me(E;***) na poziomie aminokwasowym w
ksztattowaniu uzywalnosci kodonoéw od symulowanej presji mutacyjnej przez rozktad
stacjonarny adeniny i tymint dla kodéw genetycznych przy uzyciu macierzy GRAR740104
(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbior 1 to kody 1, 2, 3,4, 5,6, 9,
Zbior 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbior 3 to kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbidr 4 to
kody 28, 29, 30, 31, 32, 33. Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworza odrebna grupe, ktorej przebieg
jest bardziej wyptaszczony. Najsilniejszy efekty obserwowany w kodach 2, 12, 13, 22.

Zaleznosc¢ sity selekcji me (F7"**) na poziomie aminokwasowym w ksztattowaniu
uzywalno$ci kodondow od symulowanej presji mutacyjnej przez rozklad stacjonarny sumy
guaniny i cytozyny dla kodow genetycznych przy uzyciu macierzy GRAR740104(Figura20).
Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworza odrgbng grupe, ktorej przebieg jest bardziej wyptaszczony,
znow obserwowane jest podobne zjawisko jak dla wczes$niej badanych rozktadoéw
stacjonarnych w tym rozdziale. Najsilniejszy efekt ponownie jest obserwowany obserwowany

w kodach 2, 12, 22, 23. Odwrotny trend niz dl AT (Figura 18 ) obserwujemy dla GC (Figura
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19). Wraz ze wzrostem udzialu G+C sita selekcji maleje, a maksymalne warto$ci

me (F**) odnotowywane sg przy matych warto$ciach g + m.. Wynik ten podkresla
modyfikacje spowodowang przez tto mutacyjne, w ktorym obfito$¢ kodondéw synonimicznych
w genomach bogatych w GC czgéciowo ,,rozmywa” efekt selekcji na poziomie aminokwasow
(Btazej i in.. 2017), (Pawlak i in., 2023) . Dzieje si¢ tak prawdopodobnie dlatego, ze kodony
bogate w GC rzadziej mogg zmutowaé przez pojedynczg mutacje¢ nukleotydu w kodony

skrajne lub stop (Schmid i Flegel , 2011), (Johnson i in, 2011), (Ho i Hurst, 2022 ).
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Figura 20. Zaleznosc¢ sity selekcji me(E;***) na poziomie aminokwasowym w
ksztattowaniu uzywalnosci kodonéw od symulowanej presji mutacyjnej przez rozktad
stacjonarny tyminy 1 cytozyny dla kodow genetycznych przy uzyciu macierzy GRAR740104
(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbior 1 to kody 1, 2, 3,4, 5,6, 9,
Zbior 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbidr 3 to kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbidr 4 to
kody 28, 29, 30, 31, 32, 33. Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworzg odrebng grupe, ktorej przebieg

jest bardziej wyptaszczony. Najsilniejszy efekty obserwowany w kodach 2, 12, 13, 22.
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Figura 20 przedstawia zalezno$¢ sity selekcji na poziomie aminokwasowym od
rozktadu stacjonarnego tyminy i cytozyny. Widoczny przebieg krzywych ma
charakterystyczny ksztatt litery U. Minimalne wartos$ci sity selekcji pojawiajg si¢ w zakresie
wartosci posrednich (0,4—0,6), natomiast przy krancach rozktadu selekcja wyraznie wzrasta.
Zjawisko to sugeruje, ze skrajne proporcje pirymidyn sprzyjaja dziataniu selekcji
aminokwasowej, podczas gdy w bardziej zrownowazonych uktadach dominuja efekty pres;ji
mutacyjnej i selekcja traci znaczenie. Na tle wszystkich kodow wyro6znia si¢ grupa 6, 15, 26,
27,29, 32, dla ktorych przebieg jest bardziej wyptaszczony. Najsilniejsze efekty
obserwowane sa w kodach 2, 12, 131 22.
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Figura 21. Zalezno$¢ sity selekcji me(E;***) na poziomie aminokwasowym w
ksztaltowaniu uzywalnosci kodondéw od symulowanej presji mutacyjnej przez rozktad
stacjonarny adeniny i guaniny dla kodow genetycznych przy uzyciu macierzy GRAR740104
(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbior 1 to kody 1, 2, 3,4, 5,6, 9,

Zbior 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbior 3 to kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbidr 4 to
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kody 28, 29, 30, 31, 32, 33. Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworzg odrebng grupe, ktorej przebieg
jest bardziej wyptaszczony. Najsilniejszy efekty obserwowany w kodach 2, 12, 13, 22.

Figura 21 ukazuje analogiczng zaleznos$¢, lecz dla puryn — adeniny i guaniny. Tutaj
réwniez ksztalt zalezno$ci przyjmuje forme litery U, z minimum w zakresie posrednim oraz
wzrostem selekcji na krancach rozktadu. Oznacza to, Ze silna przewaga puryn w tle
mutacyjnym rowniez sprzyja ujawnieniu si¢ selekcji aminokwasowej. Podobnie jak w
przypadku pirymidyn, grupa kodow 6, 15, 26, 27, 29 i 32 tworzy osobny zestaw o
splaszczonym przebiegu. Najsilniejszy efekt dzialania selekcji notowany jest w kodach 2, 12,
131 22. Warto zauwazy¢, ze zmiana puryn na pirymidyny i odwrotnie w drugiej pozycji
kodonu czgsto prowadzi do substytucji radykalnych, czyli takich, ktére zmieniaja aminokwas
na zupethie odmienny pod wzgledem wtasciwosci fizykochemicznych. Dobrym przyktadem
jest transwersja GAA (kwas glutaminowy) <> GCA (alanina), ktéra ilustruje przejécie od
reszty duzej, kwasnej i hydrofilowej do malej, hydrofobowej i niepolarnej. Takie zmiany maja
kluczowe znaczenie dla kosztu btedow kodu genetycznego W literaturze bioinformatycznej
substytucje tego rodzaju okreslane sa mianem radykalnych (radical substitutions),
podkreslajac ich wptyw zar6wno na rozmiar, jak i na wlasciwo$ci chemiczne reszty
aminokwasowej, w przeciwienstwie do zmian konserwatywnych (conservative substitutions),

ktore zachodzg migdzy aminokwasami podobnymi fizykochemicznie (Smith, 2003).
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Figura 22. Zaleznosc¢ sity selekcji me(E;***) na poziomie aminokwasowym w
ksztattowaniu uzywalnosci kodonoéw od symulowanej presji mutacyjnej przez rozktad
stacjonarny adeniny i cytozyny dla kodow genetycznych przy uzyciu macierzy GRAR740104
(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbior 1 to kody 1, 2, 3,4, 5,6, 9,
Zbior 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbior 3 to kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbidr 4 to
kody 28, 29, 30, 31, 32, 33. Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworza odrebna grupe, ktorej przebieg

jest bardziej wyptaszczony. Najsilniejszy efekty obserwowany w kodach 22 1 23. Kod 2

wyrdznia si¢ na tle pozostatych, ma malejace wartosci me (F;*%*) wraz ze wzrostem my + 7.

Figura 22 przedstawia zalezno$¢ sity selekcji me(F***) od rozktadu stacjonarnego
adeniny i cytozyny. Wiekszos$¢ kodow genetycznych wykazuje charakterystyczny spadek
wartosci selekcji w zakresie 0,05-0,5, po czym warto$ci ponownie rosng. Wyjatek stanowi
kod 2 (mitochondrialny krggowcow), w ktorym me(F7***) rosnie systematycznie wzdtuz
catej osi AC. Wariant ten charakteryzuje si¢ zmianami przypisan kodonéw, takimi jak AGA
— Stop, AGG — Stop, ATA — Met, TGA — Trp. Powstaja w nim nowe dwukodonowe
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bloki dla metioniny i tryptofanu, co moze wyjasnia¢ jego odmienny charakter. Jednoczesnie
kod 2 zyskat dodatkowe kodony stop. Takie utozenie kodonow sprzyja wzrostowi
prawdopodobienstwa substytucji konserwatywnych w obrgbie nowo powstatych blokow.
Najsilniejsze efekty selekcyjne obserwowane sg natomiast w kodach 22 i 23, przy czym w
kodzie 22 przypisanie TAG — Leu oraz TCA — Stop, a w kodzie 23 zmiana TTA — Stop
istotnie przeksztalcaja pule kodonéw terminacyjnych i leucynowych. Na tle catej grupy
wyodrebnia si¢ takze zestaw kodow 6, 15, 26, 27, 29 1 32, ktorych przebieg jest bardziej

wyplaszczony.
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Figura 23. Zaleznosc¢ sity selekcji me(E;***) na poziomie aminokwasowym w
ksztattowaniu uzywalnosci kodonéw od symulowanej presji mutacyjnej przez rozktad
stacjonarny tyminy i guaniny dla kodéw genetycznych przy uzyciu macierzy GRAR740104
(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbior 1 to kody 1, 2, 3,4, 5,6, 9,
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Zbiodr 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbior 3 to kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbidr 4 to
kody 28, 29, 30, 31, 32, 33. Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworzg odrebng grupe, ktorej przebieg
jest bardziej wyplaszczony. Najsilniejszy efekty obserwowany w kodach 22 1 23. Kod 2

wyrdznia si¢ na tle pozostatych ma rosngce wartosci me(E7***) wraz ze wzrostem - + 7

Figura 23 obrazuje zaleznos¢ sity selekcji me(F;***) od rozktadu stacjonarnego
tyminy i guaniny. W wigkszosci kodow obserwowany jest spadek wartosci selekcji przy
niskich frakcjach TG oraz stabilizacja w dalszym zakresie. Odmienny obraz daje ponownie
kod 2, w ktorym me (F;"%*) ,wykazuje ciagly wzrost wzdtuz catej osi TG. Podobnie jak w
przypadku AC, wyjatkowos¢ tego kodu wiaze si¢ z nietypowymi przypisaniami kodonow,
ktore zmieniaja strukture blokéw synonimicznych i wptywaja na wzorce interakcji migdzy
mutacjg a selekcjg. Grupa kodow 6, 15, 26, 27, 29 i 32 tworzy przebiegi o bardziej
wyptaszczonym charakterze, natomiast najwyrazniejsze efekty selekcyjne wystepuja w
kodach 22 1 23. Obserwacje te potwierdzaja, ze alternatywne przypisania kodonéw moga

fundamentalnie zmienia¢ rGwnowage pomig¢dzy presjg mutacyjng a selekcja aminokwasow3.

Najbardziej ztozony obraz wytania si¢ przy analizie par mieszanych. Dla frakcji AC
(Figura 22) wigkszos¢ kodow wykazuje charakterystyczny spadek selekcji me(F"%*) . w
zakresie 0,05-0,5, po czym warto$ci ponownie rosng. Wyjatkiem jest kod 2 (vertebrate
mitochondrial), w ktorym me (E;***) rosnie systematycznie wzdhuz catej osi AC. Wariant ten
odznacza si¢ zmianami przypisan kodonéw takimi jak AGA — Stop, AGG — Stop, ATA —
Met, TGA — Trp, w kodzie 2 powstajg nowe bloki 2 kodonowe dla metioniny i tryptofanu i
to moze wyjasnia¢ jego odmienny charakter. Kod ten zyskat tez dla nowe kodony stop Ten
uktad kodonow zwicksza prawdopodobienstwo substytucji konserwatywnych w obrebie nowo
powstatych blokéw (tab.10). Podobng wyjatkowos¢ kod 2 ujawnia rowniez przy frakcji TG,
(Figura 23), gdzie wigkszos$¢ kodoéw prezentuje spadek selekcji me (F;%*) przy niskich
warto$ciach i stabilizacj¢ w dalszym zakresie, podczas gdy kod mitochondrialny kregowcow
wykazuje ciggly wzrost me (F7*%*). Obserwacja ta potwierdza, ze roznice w przypisaniach
kodonoéw w alternatywnych kodach moga fundamentalnie zmienia¢ wzorce interakcji miedzy
mutacjg a selekcja.

Tak ujeta interpretacja pokazuje, ze zaleznos$ci migdzy rozktadami stacjonarnymi
nukleotydow a sitg selekcji nie sg liniowe. Zalezg one zarowno od rozkladu stacjonarnego

presji mutacyjnej, jak i od szczegdtowej architektury przypisan kodonéw do aminokwaséw w
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danym wariancie kodu genetycznego. Zmiany przypisania kodonoéw stop odgrywaja tu
kluczowg rolg, poniewaz poszerzaja bloki aminokwasowe 1 zmniejszaja koszt pojedynczych
zmian, co wprost przektada si¢ na wzrost obserwowanych wartosci me (F7*%*). Wyniki te
wpisujg si¢ w szerszy kontekst literaturowy dotyczacy zaleznos$ci migdzy mutacja, selekcja i
rozktadami stacjonarnymi nukleotydéw (Hershberg i Petrov, 2008), (Plotkin 1 Kudla, 2011),
(Btazej i in., 2017), (Pawlak i in., 2023).

Tabela 10. Kod genetyczny 2 The Vertebrate Mitochondrial Code. Tabela kodu
genetycznego przedstawia kodony i odpowiadajace im aminokwasy, w kodzie drugim kodon
AUA koduje dodatkowa metioning zamiast izoleucyny, kodon UGA utracit funkcje kodonu
STOP i koduje tryptofan, kodony AGA i AGG przestaty kodowac seryne i teraz petnig

funkcje kodonéw stop.
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Aby uzyskac petniejszy obraz zaleznosci pomigdzy sila selekcji aminokwasowej a
zastosowang macierzg kosztow, przeprowadzono takze analize statystyczng obejmujaca
podstawowe miary opisowe oraz metody grupowania. Dzigki temu mozliwe byto nie tylko
porownanie warto$ci minimalnych, maksymalnych, $rednich i odchylen standardowych, ale
réwniez uchwycenie wspolnych wzorcow i kontrastow pomigdzy poszczegdlnymi
macierzami. Analiza ta stanowi uzupeknienie wezesniejszych obserwacji, pozwalajac oceni¢

catosciowy charakter badanych zaleznosci.

Tabela 11. Zestawienie statyczne sity selekcji F7*?* dla alternatywnych kodow genetycznych

dla takich parametréw jak minimum, maksimum, mediana, $rednia i odchylenie standardowe

(SD) obliczone dla E™**

kod Min Median | Srednia | Max SD

1 0.245085 | 1.696345 | 1.880866 | 9.01596 | 0.901192
2 0.429997 | 1.968055 | 2.17895 | 10.445 | 0.974599
3 0.266403 | 1.71179 | 1.854991 | 7.98304 | 0.838566
4 0.240096 | 1.626955 | 1.741618 | 7.85467 | 0.742334
5 0.231884 | 1.565295 | 1.644328 | 7.26361 | 0.684214
6 0.202644 | 0.879581 | 0.949302 | 5.24309 | 0.397019
9 0.222323 | 1.336705 | 1.461156 | 6.2084 | 0.650845
10 0.24892 | 1.537115 | 1.661564 | 8.34086 | 0.7566
12 0.316837 | 1.909895 | 2.093724 | 9.55644 | 0.932421
13 0.330161 | 1.75888 | 1.880185 | 7.67111 | 0.774142
14 0.226827 | 1.341415 | 1.519759 | 6.17645 | 0.756155
15 0.200274 | 0.874824 | 0.93203 | 4.91612 | 0.373419
16 0.297133 | 1.674425 | 1.839318 | 8.34363 | 0.866734
21 0.203443 | 1.37098 | 1.472715 | 6.75813 | 0.62732
22 0.376241 | 2.322075 | 2.487137 | 11.3414 | 1.171056
23 0.274499 | 1.984845 | 2.181843 | 11.4083 | 1.084806
24 0.232814 | 1.588295 | 1.695896 | 7.72787 | 0.722354
25 0.243029 | 1.725785 | 1.891913 | 9.0016 | 0.903858
26 0.292784 | 0.954499 | 1.015397 | 5.90862 | 0.382739
27 0.201233 | 0.894111 | 0.965054 | 4.56497 | 0.399982
28 0.262244 | 1.73029 | 1.860198 | 9.05196 | 0.843536
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29 0.200322 | 0.793887 | 0.860595 | 4.79742 | 0.35883

30 0.238016 | 1.707665 | 1.878957 | 8.83112 | 0.874401
31 0.25648 | 1.707555 | 1.814881 | 7.74191 | 0.780199
32 0.197649 | 0.857382 | 0.915684 | 5.05987 | 0.375105
33 0.248363 | 1.607705 | 1.758154 | 7.41951 | 0.824672

Jak pokazano w Tabeli 11, sita selekcji w poszczegdlnych kodach genetycznych
charakteryzuje si¢ duza zmienno$cig. Wartosci minimalne osiagaly poziom, okoto 0,20-0,25,
co oznacza przypadki, w ktorych selekcja byta niemal catkowicie przykryta przez presje
mutacyjng. Przyktadem sa kody 6, 15, 27, 29 1 32, gdzie obserwowano najnizsze minima,
wskazujace na ograniczong role selekcji przy pewnych rozktadach stacjonarnych. Z kolei
warto$ci maksymalne przekraczaty nawet 11 (dla kodow 22 1 23), co dowodzi, ze w pewnych
rozktadach stacjonarnych efekt selekcji moze by¢ niezwykle silny.

Srednie wartosci sity selekcji zroznicowaty kody na grupy o przewadze mutacji (np.
kod 29 ze $rednig ponizej 1,0), umiarkowane;j sile selekcji (wigkszo$¢ kodoéw ze Srednimi w
przedziale 1,5-2,0) oraz bardzo silnym udziale selekcji (kody 22 i 23 ze Srednimi powyzej
2,4). Warto$ci mediany potwierdzajg ten obraz, wskazujac na stabilny wzorzec dla kodow o
umiarkowanym dziataniu selekcji, ale takze na wyrazne przesunigcie rozktadow ku
wartosciom wysokim w przypadku kodow 22 i 23.

Odchylenia standardowe byly zroznicowane: najnizsze (okoto 0,37-0,40) w kodach o
stabej selekcji, takich jak 15, 27 1 29, co oznacza, Ze sita selekcji w tych kodach byta nie tylko
niska, ale 1 stosunkowo jednorodna. Z kolei najwyzsze odchylenia standardowe przekraczaty
1,1 (kody 22 1 23), wskazujac na duzg rozpigtos¢ wartosci 1 silng wrazliwo$¢ na zmiany tta
mutacyjnego.

Tabela 12. Zestawienie minimalnej sity selekcji F;*** i rozktadow stacjonarnych dla

alternatywnych kodéw genetycznych, przy ktérych ten efekt wystepuje.

kod A T G C Ejrex

1 0.05 0.07 0.2 0.68 0.245085
2 0.05 0.12 0.66 0.17 0.429997
3 0.05 0.05 0.21 0.69 0.266403
4 0.05 0.06 0.17 0.72 0.240096
5 0.05 0.06 0.7 0.19 0.231884
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6 0.05 0.05 0.24 0.66 0.202644
9 0.05 0.07 0.31 0.57 0.222323
10 0.05 0.09 0.29 0.57 0.24892

12 0.05 0.07 0.71 0.17 0.316837
13 0.05 0.07 0.71 0.17 0.330161
14 0.05 0.05 0.21 0.69 0.226827
15 0.05 0.05 0.24 0.66 0.200274
16 0.06 0.05 0.23 0.66 0.297133
21 0.05 0.06 0.68 0.21 0.203443
22 0.06 0.07 0.41 0.46 0.376241
23 0.05 0.08 0.29 0.58 0.274499
24 0.06 0.09 0.41 0.44 0.232814
25 0.05 0.06 0.2 0.69 0.243029
26 0.06 0.05 0.21 0.68 0.292784
27 0.05 0.05 0.24 0.66 0.201233
28 0.05 0.09 0.21 0.65 0.262244
29 0.05 0.05 0.24 0.66 0.200322
30 0.05 0.05 0.15 0.75 0.238016
31 0.05 0.05 0.83 0.07 0.25648

32 0.05 0.05 0.24 0.66 0.197649
33 0.05 0.05 0.16 0.74 0.248363

Tabela 12 przedstawia minimalne wartosci sity selekcji F*** wraz z
odpowiadajacymi im rozktadami stacjonarnymi nukleotydoéw (A, T, G, C). Minimalne
warto$ci F'** w badanych kodach mieszczg si¢ w przedziale od 0,1976 (kod 32) do 0,4299
(kod 2). Oznacza to, ze w sprzyjajacych konfiguracjach mutacyjnych selekcja aminokwasowa
moze zosta¢ w duzej mierze sttumiona, a dominujaca role odgrywa wowczas presja
mutacyjna.

W grupie kodow o najnizszych warto$ciach minimalnych (ponizej 0,25) znalazty si¢
m.in. kody 6, 15, 27, 29 1 32. Dla kodu 6 warto§¢ minimalna F;*** = 0,2026 osiagni¢ta zostata
przy rozktadzie m,= 0,05, m = 0,05, m; = 0,24, m; = 0,66. Podobny wzorzec wystgpit w
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kodzie 15 F;*** = 0,2003, gdzie przy takich samych proporcjach nukleotydéw udziat
cytozyny i guaniny wynosit tgcznie az 90%. Rowniez kod 27 F*%* = 0,2012 oraz kod 29
E** =0,2003) charakteryzowaty si¢ rozktadami z przewaga cytozyny (66%) i umiarkowang
obecnos$cig guaniny (24%), przy minimalnych udziatach adeniny i tyminy (po 5%). Wreszcie,
kod 32 E*** =0,1976 rowniez osiggnat minimum w niemal identycznym uktadzie (7, =
0,05, my = 0,05, m; = 0,24, m, = 0,66). Ta grupa przypadkow wskazuje jednoznacznie, ze
najnizsze wartosci selekcji pojawiaja si¢ w kontekscie tta wyraznie bogatego w GC, z
przewaga cytozyny oraz marginalnym udziatem A i T.

Inny typ uktadu minimalnych wartosci selekcji reprezentuje kod 31. W tym przypadku
minimalny E*** = 0,2565 osiagnigto przy skrajnie wysokim udziale guaniny (83%) i bardzo
niskiej zawartosci cytozyny (7%). Pozostale zasady, adenina i tymina, wystepowaly na
poziomie zaledwie 5% kazda. Wskazuje to, ze nie tylko przewaga GC-tacznie, ale takze
dominacja jednej zasady, zwtaszcza guaniny, moze ogranicza¢ sile selekcji.

Cze$¢ kodow wykazuje minimalne wartosci E;*** w rozktadach mniej skrajnych, o
bardziej zrbwnowazonym udziale zasad. Kod 22 osigga warto§¢ minimalng F;*** = 0,3762
przy uktadzie m, = 0,06, m; = 0,07, m; =0,41, m, = 0,46. Podobnie w kodzie 24 E"** =
0,2328) obserwuje si¢ rozktad z umiarkowang przewaga G (41%) 1 C (44%), a takze
niewielkim udziatem A i T. Kod 23 F;*** =0,2745 osigga minimum przy rozktadzie m, =
0,05, my = 0,08, m; =0,29, m; = 0,58. Te przypadki wskazuja, ze nawet w bardziej
wyrownanych uktadach, gdzie zadna z zasad nie dominuje absolutnie, selekcja moze by¢
relatywnie staba, jesli proporcje przesunigte sg w strone umiarkowanej przewagi C i G.

Najwyzszg minimalng warto$¢ F7***odnotowano w kodzie 2 E;***0,4300, gdzie
odpowiadajacy rozktad to m, = 0,05, my = 0,12, m; = 0,66, m, = 0,17. W tym przypadku
przewaga guaniny nad innymi zasadami zostala zrbwnowazona przez umiarkowang obecno$¢
tyminy, co spowodowalo, ze nawet warto$¢ minimalna byta wyzsza niz w pozostatych
kodach.

Podsumowujac, 0gdlny wzorzec minimalnych wartosci F"**wskazuje na przewage
uktadow bogatych w GC. W wigkszosci kodow minimalne wartosci sity selekcji pojawiaja si¢
przy duzym udziale cytozyny (okoto 65-70%) i umiarkowanej obecno$ci guaniny (20—25%),
co przy niskiej adeninie 1 tyminie skutkuje ostabieniem selekcji aminokwasowej. Drugim
typowym scenariuszem jest skrajna dominacja jednej zasady, zwtaszcza guaniny, jak w
kodzie 31. Rzadziej spotykane sg uktady bardziej wyréwnane, ale i one — jesli sg przesunigte
w strone przewagi G i C — sprzyjaja minimalizacji sily selekcji. Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze
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najnizsze wartosci F;'**sg charakterystyczne dla tta mutacyjnego przesunigtego w strone
wysokiej zawartosci G 1 C, przy czym szczegdlnie duza rola przypada cytozynie, ktéra w
wigkszosci przypadkow dominuje w rozktadach minimalnych.

Tabela 13. Zestawienie maksymalnej sity selekcji E™**i rozktadoéw stacjonarnych dla

alternatywnych kodéw genetycznych, przy ktérych ten efekt wystepuje.

Kod A T G C me(F"%)
1 0.84 0.05 0.05 0.06 9.01596
2 0.81 0.07 0.06 0.06 10.445
3 0.15 0.73 0.06 0.06 7.98304
4 0.22 0.67 0.05 0.06 7.85467
5 0.17 0.71 0.05 0.07 7.26361
6 0.84 0.05 0.05 0.06 5.24309
9 0.11 0.77 0.05 0.07 6.2084
10 0.09 0.8 0.05 0.06 8.34086
12 0.07 0.81 0.06 0.06 9.55644
13 0.07 0.82 0.05 0.06 7.67111
14 0.22 0.67 0.05 0.06 6.17645
15 0.84 0.05 0.05 0.06 491612
16 0.82 0.07 0.05 0.06 8.34363
21 0.12 0.77 0.05 0.06 6.75813
22 0.84 0.05 0.05 0.06 11.3414
23 0.84 0.05 0.05 0.06 11.4083
24 0.09 0.8 0.05 0.06 7.72787
25 0.78 0.11 0.05 0.06 9.0016
26 0.17 0.68 0.07 0.08 5.90862
27 0.82 0.05 0.06 0.07 4.56497
28 0.21 0.68 0.05 0.06 9.05196
29 0.84 0.05 0.05 0.06 4.79742
30 0.84 0.05 0.05 0.06 8.83112
31 0.1 0.79 0.05 0.06 7.74191
32 0.84 0.05 0.05 0.06 5.05987
33 0.14 0.75 0.05 0.06 7.41951
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Tabela 13 przedstawia maksymalne wartosci sity selekcji F7***,wraz z
odpowiadajacymi im rozktadami stacjonarnymi nukleotydow. Warto$ci maksymalne
mieszczg si¢ w zakresie od 4,56 (kod 27) do ponad 11,4 (kod 23), co oznacza, ze w
sprzyjajacych warunkach mutacyjnych selekcja aminokwasowa moze osigga¢ poziomy
kilkukrotnie wyzsze od $rednich warto$ci obserwowanych dla danego kodu.

W zdecydowanej wigkszosci przypadkow najwyzsze wartosci F;*%* obserwowane sg
w rozktadach stacjonarnych, w ktorych adenina stanowi dominujaca cz¢$¢ kompozycji
nukleotydowej, osiggajac poziomy rz¢du 0,80-0,84. Towarzyszy temu minimalna obecno$¢
pozostatych zasad — tyminy, guaniny i cytozyny, ktorych udzialy zazwyczaj nie przekraczaja
0,05-0,07. Przyktadowo, w kodach o najwyzszych wartosciach F;"** obserwuje si¢ proporcje
zblizone do
my, = 0,84 my, = 0,05, m; = 0,05, m, = 0,06, badz r, = 0,81, my = 0,07, m; = 0,06, . = 0,06.
Takie konfiguracje jednoznacznie pokazuja, ze skrajna przewaga adeniny przy
zredukowanych udziatach pozostalych zasad jest najwazniejszym czynnikiem sprzyjajacym
ujawnieniu maksymalnych efektow selekcji aminokwasowe;.

Warto zwroci¢ uwage na kody 22 i 23, w ktorych odnotowano najwyzsze wartosci
maksymalne (odpowiednio 11,341 11,41). W obu przypadkach odpowiadajace rozkltady
charakteryzujg si¢ przewaga adeniny na poziomie 84%, a pozostate zasady wystepuja w
ilo$ciach minimalnych (po 5-6%). Wysokie warto$ci Srednie w tych kodach (Tabela 11)
dodatkowo wzmacniajg obraz wariantow genetycznych, w ktorych selekcja aminokwasowa
moze osiggac szczegdlnie duza intensywnosc¢.

Nieco odmienny wzorzec widoczny jest w grupie kodow, w ktérych wartosci
maksymalne przekraczajg 7,0, ale odpowiadajace im rozktady nie zawsze opierajg si¢ na
przewadze adeniny. Kod 3 F;***= 7,98 osiagnal maksimum przy udziale tyminy na poziomie
73%, kod 4 E***= 7,85 — przy tyminie na poziomie 67%, a kod 5 E/"**= 7,26 — przy tyminie
71%. Podobny uktad obserwuje si¢ dla kodu 13 F;***= 7,67, T = 82% oraz kodu 14 F*%*=
6,18, T = 67%. Ta grupa przyktadow wskazuje, ze rowniez dominacja tyminy moze
prowadzi¢ do wysokich wartosci F;*%*, cho¢ zwykle nie tak ekstremalnych, jak w przypadku
przewagi adeniny.

Jeszcze inne rozwigzanie wystepuje w kodzie 25 E***= 9,00, w ktorym maksimum

osiggnieto przy duzym udziale adeniny (78%) oraz umiarkowanej obecnosci tyminy (11%),
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przy minimalnych poziomach G i C. Jest to przyktad rozktadu, gdzie przewaga adeniny jest
nieco tagodniejsza niz w opisanych wczesniej przypadkach, ale wcigz zapewnia uzyskanie
warto$ci maksymalnej zblizonej do 9.

W grupie kodow o najnizszych warto§ciach maksymalnych znajduja si¢ m.in. kody 27
E**= 456, 15, F"**=4,92 i 29 F"**= 4,80. W kazdym z nich uktad dominujacy opiera si¢
na przewadze adeniny, ale maksymalne warto$ci pozostajg istotnie nizsze od rekordowych
obserwowanych w kodach 22 i 23. Oznacza to, ze sam wysoki udziat adeniny nie zawsze
wystarcza do uzyskania ekstremalnych efektow selekcji, a istotng rolg odgrywa réwniez
architektura przypisan kodonow do aminokwasow w danym wariancie kodu.

Podsumowujac, analiza Tabeli 13 jednoznacznie wskazuje, ze maksymalne wartos$ci
sity selekcji pojawiajg sie przede wszystkim w uktadach nukleotydowych zdominowanych
przez adening (>80%). W mniejszym stopniu podobny efekt mozna zaobserwowaé w
kontekstach przesunigtych w strone przewagi tyminy (>70%). Pozostate zasady — guanina i
cytozyna — rzadko wystepuja w uktadach sprzyjajacych maksymalizacji me (E;***, a ich rola
w osigganiu wartosci skrajnych wydaje si¢ drugorzedna. Ogoélnie rzecz biorac, roztozenie
nukleotydow sprzyjajace ujawnieniu maksymalnych efektow selekcji charakteryzuje sie silng
asymetrig i dominacja jednej zasady, przy czym najcz¢sciej jest to adenina.

Tabela 14. Alternatywne kody genetyczne i ich Srednie wartosci oraz Klastry, do
ktoérych naleza wedtug metody k-means.

Kod Srednia | Skupienie
2 2.1789504 | 1
12 2.0937238 | 1
22 2.4871368 | 1
23 2.1818431 | 1
6 0.9493015 | 2
15 0.9320304 | 2
26 1.0153972 | 2
27 0.9650543 | 2
29 0.8605948 | 2
32 0.9156836 | 2
1 1.8808659 | 3
3 1.8549907 | 3
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4 1.7416178 | 3
5 1.6443279 | 3
9 1.4611558 | 3
10 1.6615642 | 3
13 1.8801851 | 3
14 1.5197592 | 3
16 1.8393176 | 3
21 1.4727147 | 3
24 1.6958955 | 3
25 1.891913 |3
28 1.8601984 | 3
30 1.8789571 | 3
31 1.8148813 | 3
33 1.7581537 | 3

Tabela 14 przedstawia wyniki analizy skupien przeprowadzonej metodg k-means,
ktéra umozliwita podziat badanych kodow genetycznych na trzy grupy (klastry) w zaleznosci
od $rednich wartosci sity selekcji F7*%*. Klasyfikacja ta porzadkuje kody wedlug poziomu
dominacji selekcji aminokwasowej nad presja mutacyjng i pozwala wskazac, ktore warianty
kodu sa szczegdlnie podatne na dzialanie selekcji.

Pierwszy klaster obejmuje kody o najwyzszych srednich wartosciach E;***, powyzej
2,0. Do tej grupy zakwalifikowano kody 2 ($rednia = 2,18), 12 (2,09), 22 (2,49) 1 23 (2,18).
Zestawienie to wskazuje na wyrazne wyrdznienie tej grupy sposrod wszystkich
analizowanych wariantow. Szczeg6lng uwage zwracaja kody 22 1 23, ktorych wartosci Srednie
przewyzszaja 2,4, co pozostaje w zgodzie z ich rekordowymi warto$ciami maksymalnymi
(Tabela 13). Takie potgczenie wysokiej $redniej i szerokiego zakresu warto$ci sugeruje, ze w
tych kodach selekcja aminokwasowa ma najsilniejszy i najbardziej systematyczny wptyw na
uzywalnos$¢ kodondéw synonimicznych. Klaster ten mozna okresli¢ mianem ,,selekcyjnie
intensywnego”.

Drugi klaster obejmuje kody o najnizszych §rednich warto$ciach F;*%¥, ponizej 1,1.
Nalezg do niego kody 6 (0,95), 15 (0,93), 26 (1,02), 27 (0,97), 29 (0,86) i 32 (0,92). Ich
srednie warto$ci jednoznacznie wskazujg na przewage presji mutacyjnej, a takze na

ograniczong rol¢ selekcji aminokwasowej w ksztattowaniu wzorcow uzywalnosci kodonow.
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Obraz ten potwierdzaja takze minimalne wartosci F;"**(Tabela 12), ktore w tej grupie byty
najnizsze, czgsto spadajac do poziomu okoto 0,20. Dodatkowo niskie odchylenia standardowe
w kodach 15, 27, 29 i 32 $wiadcza o stabilnosci tego efektu — selekcja w tych wariantach
pozostaje slaba niezaleznie od konkretnego uktadu nukleotydow. Klaster ten mozna okreslic,
jako ,,mutacyjnie zdominowany”.

Trzeci klaster gromadzi wigkszos¢ pozostatych kodéw (m.in. 1, 3, 4, 5,9, 10, 13, 14,
16, 21, 24, 25, 28, 30, 31, 33), ktorych $rednie wartosci F;***mieszcza si¢ w przedziale 1,4—
1,9. Sa to kody o umiarkowanej intensywnosci selekcji, w ktorych wptyw aminokwasowych
kosztow substytucji jest wyrazny, lecz nie dominuje w takim stopniu jak w klastrze
pierwszym. Analiza mediany i rozstgpu wartosci (Tabela 11) wskazuje, ze kody te wykazuja
dos¢ stabilny profil — sita selekcji zazwyczaj utrzymuje si¢ na $rednim poziomie, przy czym w
niektorych rozktadach nukleotydowych mozliwe jest uzyskanie wartosci bliskich
maksymalnym. Grupa ta stanowi, wigc posrednig kategorie, w ktoérej selekcja i mutacje
dziataja w sposob wzglednie zrownowazony.

Podsumowujac, analiza skupien w Tabeli 14 ujawnia trzy wyrazne kategorie kodéw
genetycznych. Pierwsza z nich obejmuje kody o wyjatkowo silnej selekcji (22, 23, 2, 12),
druga — kody zdominowane przez mutacje i niemal pozbawione istotnego wpltywu selekcji (6,
15, 26, 27, 29, 32), a trzecia — szerokg grup¢ kodéw o umiarkowanej intensywnosci selekcji.
Klasyfikacja ta jest spojna z obrazem przedstawionym w tabelach 7-9 i pozwala na
syntetyczne ujecie roznic miedzy kodami, wskazujac na powtarzalne wzorce dziatania

selekcji aminokwasowej w zaleznosci od architektury kodu.
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Figura 24. Zestawienie alternatywnych kodow genetycznych na osi poziomej oraz
kolorystyczne klastrow/skupien, ktore reprezentuja, przerywana linia wyznacza $rodek klastra
w oparciu o $rednie F"*,

Figura 24 przedstawia graficzne odwzorowanie wynikow analizy skupien dla
alternatywnych kodow genetycznych. Na osi poziomej zaprezentowano poszczegolne kody, a
kolorami oznaczono trzy skupienia wyodrgbnione na podstawie §rednich wartosci sity
selekcji. Wyraznie widoczna jest separacja miedzy kodami o najwyzszym udziale selekcji,
takimi jak 22 1 23, a grupa kodoéw zdominowanych przez presj¢ mutacyjng, obejmujaca
miedzy innymi kody 6, 15, 27, 29 1 32. Zdecydowana wigkszo$¢ wariantdw znalazla si¢ w
klastrze posrednim, charakteryzujagcym si¢ umiarkowanymi warto$ciami F;%*, co podkresla
zrdéznicowanie intensywnosci selekcji pomiedzy poszczegdlnymi wariantami kodu.

Przerywana linia na wykresie wyznacza $rodek skupienia i utatwia wizualng ocen¢
granic pomiedzy poszczegolnymi grupami. Graficzne odwzorowanie potwierdza wnioski z
Tabeli 10, pokazujac, ze architektura kodu genetycznego decyduje o tym, czy selekcja
aminokwasowa dziata na poziomie wysokim, $rednim czy niskim. Figura 24 w syntetyczny
sposob porzadkuje uzyskane wyniki i utatwia poréwnanie wariantow kodu w kontekscie ich

podatnosci na dziatanie selekcji
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4.2.3. Podsumowanie badania wptywu sity selekcji na poziomie aminokwasowym
na alternatywnych kodach genetycznych

Zebrane wyniki tworzg spdjny obraz, w ktorym wptyw selekcji aminokwasowej na
uzywalno$¢ kodonow jest polgczeniem dwoch procesdw: presji mutacyjnej reprezentowane]
przez rozktad stacjonarny nukleotydow oraz sposobu, w jaki kodony sg przypisane do
aminokwaséw w danym kodzie genetycznym. Gdy rozktady stacjonarne nukleotydow
osiggaja wartosci skrajne, przestrzen mozliwych do wykorzystania kodonéw synonimicznych
maleje, a koszt bledow rosnie, co prowadzi do wzrostu wartosci F"** i silniejszej
widocznosci wptywu selekcji na poziomie aminokwasowym. Struktura kodu genetycznego,
zmiany w relacjach kodon- aminokwas maja duzy wplyw na wartosci F;*%*, im bardziej
zwarty 1 fizykochemicznie spojny blok aminokwasowy w kodzie genetycznym, tym
tagodniejsze efekty pojedynczych zmian.

Mozna wyciagna¢ wnioski, ze kod genetyczny zaréwno standardowy i alternatywne
daza do minimalizacji kosztow na poziomie aminokwasowym wynikajacych z mutacji.
Roznice wartosci F;'%* pokazujg skalg, w jakiej uktad kodonéw w kodzie genetycznym moze
wplywaé na tagodzenie skutkéw mutacji. Przypisanie kodondéw stop do aminokwasow
powieksza istniejace bloki aminokwasowe, czynigc je bardziej spojnymi i odporniejszymi na
negatywne zmiany wynikajace z presji mutacyjnej (Di Giulio, 2018), (Radvanyi i Kun, 2021),
(Freeland i in., 2000), (Freeland i Hurst, 1998), (Haig i Hurst, 1991), (Pawlak i in., 2023).

Wyniki uzyskane dla macierzy Granthama, pozwalajg stwierdzic¢, ze sita selekcji
aminokwasowej jest $cisle modulowana przez tlo mutacyjne — w warunkach presji mutacyjnej
przesunietej w strone przewagi G i C selekcja ulega ostabieniu, natomiast w rozktadach
zdominowanych przez adening lub tyming moze ujawnia¢ si¢ z duzg intensywnos$cia. Macierz
Granthama opiera si¢ na pordwnaniu aminokwasow pod wzgledem ich sktadu chemicznego,
polarnosci oraz objgtosci bocznych tancuchow. Dotychczasowe badania opieraty si¢ tylko na
tej jednej macierzy. W dalszej czesci pracy zbadano jak inne whasciwosci fizykochemiczne

aminokwasOw maja wptyw na otrzymywane wartosci F;%*.
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4.3.Szacownie sity selekcji aminokwasowej w rzeczywistych genomach

W tej czesci rozprawy zbadano, jak zmienia si¢ oszacowanie sily selekcji
aminokwasowej F7"**w sytuacji, gdy neutralny profil presji mutacyjnej (r) ulega niewielkim
fluktuacjom. Poniewaz ,,czystej” presji mutacyjnej nie mozna bezposrednio zaobserwowac,
zastosowano podejscie oparte na losowaniu rozktadow z Dirichleta, skoncentrowanych w
bliskim sgsiedztwie rozktadu empirycznego wyznaczonego na podstawie kodondéw
czterokrotnie zdegenerowanych (4FD). Analiza ta pozwala oceni¢ stabilno$¢ wnioskow o sile
selekcji w warunkach lokalnych, realistycznych odchylen od tta mutacyjnego.

Kazdy rozktad mutacyjny generowany metodg Dirichleta zostal poddany ocenie w modelu
mutacja—selekcja, a wynik porownano z neutralnym odniesieniem przy pomocy miary
odleglosci informacyjnej KL. Dzieki temu mozna bylo jednocze$nie ocenic¢, jak zmienia si¢
wartos¢ F;***oraz jak duze sa odchylenia od warto$ci obserwowane;.

Histogram F;***(Figura 25) dla P.falciparum pokazujg szerokg i wyraznie
asymetryczng dystrybucje wartosci, przesuni¢ta ku wyzszym poziomom selekcji. Empiryczny
punkt odniesienia « lezy nizej niz maksimum rozktadu, co dowodzi, ze nawet niewielkie
fluktuacje w sktadzie nukleotydowym prowadza do wzrostu szacowanej sity selekcji. P.
falciparum wykazuje najwicksza wrazliwo$¢ na lokalne zmiany 7, co znajduje potwierdzenie
w literaturze dotyczacej pasozytow malarii, gdzie silny ukierunkowane mutacyjne genomowe
w strong¢ zasad adeniny (A) i tyminy (T) ogranicza zestaw dostgpnych kodonow (Hamilton i
in., 2017), (Sinha i Woodrow, 2018), (Musto i in., 1999), (Chan i in., 2017) i tym samym

wymusza kompensacyjne dziatanie selekcji aminokwasowe;.
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Figura 25. Histogram dla Plasmodium Falciparum reprezentacja sity selekcji F+**
obliczonej dla zestawu 1000 teoretycznych rozktadow stacjonarnych. Rozktady te
wygenerowano przy uzyciu odpowiedniego rozktadu Dirichleta, aby wygenerowac ,,bliskie
sgsiedztwo” Tt = (14, Tr, s, ). Pionowa czerwona linia przerywana reprezentuje site

selekcji obliczong dla .

Z histogram dla E.coli (Fig.26) wynika, ze dystrybucja ta ma wyraznie sko$ny
charakter i przesunigta jest w strone wyzszych wartosci E/"**, co wskazuje, ze w tym
genomie przewagg zyskuja uktady sprzyjajace silniejszej selekcji aminokwasowej. Potozenie
empirycznego punktu odniesienia 7 (zaznaczonego czerwong linig przerywana) znajduje si¢
nizej niz maksimum rozktadu, co oznacza, Zze nawet niewielne fluktuacje w tle mutacyjnym
mogg skutkowa¢ wyraznym wzrostem szacowanej sity selekcji. W przypadku E. coli
obserwowany efekt mozna wigzac¢ ze zrbwnowazong kompozycja nukleotydowa (Lee i in.,

2012).
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Figura 26. Histogram dla Escherichia Coli reprezentacja sity selekcji E7"**obliczonej
dla zestawu 1000 teoretycznych rozktadéw stacjonarnych. Rozklady te wygenerowano przy
uzyciu odpowiednich parametréw rozktadu Dirichleta, aby wygenerowac ,,bliskie sasiedztwo”
parametrow tego rozktadu = (14, my, T, ). PiOnowa czerwona linia przerywana

reprezentuje site selekcji obliczong dla =.

W pokazanym rozktadzie (Fig.27) maksimum histogramu i polozenie czerwonej linii
sg blisko siebie, co sugeruje, ze dla T. thermophilus rzeczywiste tto mutacyjne jest juz
ustawione w poblizu konfiguracji sprzyjajacej wysokiej (lub stabilnej) sile selekcji
aminokwasowej. Innymi stowy, niewielkie fluktuacje w m nie prowadza tu do dramatycznych

wzrostow F'%¥, reakcja selekcji jest raczej przewidywalna i umiarkowana. Szeroko$¢
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rozktadu odzwierciedlajaca zakres mozliwych wartosci E;"**w sasiedztwie 7. Istotny wzrost
sity selekcji wymagaloby przesunie¢ wykraczajacych poza lokalne wahania sktadow

nukleotydowych (Teh i in, 2012).
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Figura 27. Histogram dla Thermus Therophilus reprezentacja sity selekcji F**
obliczonej dla zestawu 1000 teoretycznych rozktadow stacjonarnych. Rozktady te
wygenerowano przy uzyciu odpowiedniego rozktadu Dirichleta, aby wygenerowac ,,bliskie
sgsiedztwo” = (my, T, s, Tc). Pionowa czerwona linia przerywana reprezentuje site

selekcji obliczong dla .

Rozktady 25,26,27, maja szeroka rozpigtos¢ wartos¢ F;"*, w czym zazwyczaj

rozktady koncentruja si¢ w poblizu wartosci srodkowej. Punkt empiryczny dla Plasmodium
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Falciparum przyjmuje mata wartos¢ F;*** i odbiega wyraznie od $rodka histogramu,
natomiast dla Escherichia Coli punkt empiryczny jest bliski srodkowi histogramu, a dla
Thermus Thermophilus si¢ z nim pokrywa. Najwicksze maksimum okoto 3, maja histogramy

P. falciparum, kolejno makskimum 2.5 dla E.coli i 2 dla T.thermophilus.

Analiza reprezentacji czworo$cianowych wygenerowanych z rozkltadow Dirichleta
(FIG 28-30) pozwala uchwyci¢ charakterystyczne réznice pomiedzy profilami
nukleotydowymi badanych genoméw. Generalnie dane koncentrujg si¢ wokot
,,empirycznego” rozktadu niezaleznie od organizmu (Fig. 28,29, 30) Punkty empiryczne dla
Plasmodium falciparum = = (A: 0.31, T: 0.28 ,C: 0.24, G: 0.17), dla Escherichia coli = =( A:
0.25, T: 0.26, G: 0.26. C: 0.23), Thermus thermophilus == ( A: 0.18, T: 0.21, G: 0.31. C:
0.30)
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Figura 28. Czworoscianowa reprezentacja proby losowej wygenerowanej z rozktadu
Dirichleta D;(a4, a5, as, a4), gdzie a; =1+ 100 - n. Rozne kolory reprezentujg wartosci

gestosei dla Plasmodium Falciparum.

106



1000

Figura 29. Czworoscianowa reprezentacja proby losowej wygenerowanej z rozktadu
Dirichleta D;(a;, a3, a3, a,), gdzie a; =1+ 100 - w.. R6zne kolory reprezentujg wartosci

gestosci dla Escherichia coli.
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Figura 30. Czworo$cianowa reprezentacja proby losowej wygenerowanej z rozktadu
Dirichleta D;(a;, a3, a3, a,), gdzie a; =1+ 100 - w.. R6zne kolory reprezentujg wartosci

gestosei dla Thermus Thermophilus.

Rozktad odlegtosci Kullback-Leibler dla Plasmodium falciparum pokazuje(Fig.31). ze
rozktad nie jest symetryczny — wida¢ wyrazne skupienie wynikow przy niskich warto$ciach
KL, a nastgpnie stopniowe ,,wygasanie” czgstosci w kierunku wyzszych wartosci.Najwieksze
zaggszczenie probek przypada na przedziat bliski zera, co oznacza, ze wigkszo$¢ losowych
rozktadow q nie odbiega silnie od empirycznego n. Jednoczesnie obecnos¢ dtuzszego ,,ogona”
rozciggajacego sie ku wyzszym wartosciom wskazuje, ze w cz¢sci przypadkow mozliwe sg
wyrazne roznice wzgledem =, cho¢ wystepuja one rzadko. Taki uktad pokazuje, ze dominuja
scenariusze bliskie empirycznemu rozktadowi nukleotydéw, natomiast przypadki bardziej

odlegte sa wyjatkami.
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Rozklad odleglosci Kullback-Leibler

250
|

200
]

Frekwencja

100
|

50

—

| I I I 1
0.00 0.05 010 0.15 0.20

Odleglosc Kullbacka—Leiblera

Figura 31. Rozktad odlegtosci Kullbacka-Leiblera D(m||q) dla Plasmodium Falciparum.
obliczony dla zadanych ,,empirycznego” rozktadu stacjonarnego © = (1, Ty g, Tc) |
probki 1000 rozktaddow stacjonarnych q wygenerowanych z rozktadu Dirichleta
Di(ay, ar, agac) ,9dziea; =1+z m;, i=A, T, G, Coraz z=100. Wysokos¢ kazdego
prostokata reprezentuje czgsto$¢ probki o danej wartosci odlegtosci Kullbacka-Leiblera.

Rozktad odlegtosci Kullbacka-Leiblera dla E.coli (Fig.32) pokazuje, ze wigkszos¢
probek koncentruje si¢ przy bardzo niskich wartosciach KL, co wskazuje, ze wigkszos¢
losowych rozktadow q pozostaje bliska empirycznemu rozktadowi . Charakterystyczne jest
wyrazne skupienie w poczatkowych przedziatach osi X 1 szybki spadek czgstosci wraz ze
wzrostem odleglos$ci.

W przeciwienstwie do rozktadow bardziej rozciagnigtych (np. obserwowanych u
pasozytow z przewaga AT), w przypadku E. coli ,,ogon” histogramu jest krotszy, a wartos$ci
skrajne pojawiajg si¢ sporadycznie. Oznacza to, ze przestrzen losowych rozktadow Dirichleta

wokot 1 jest tu bardziej zwarta, a empiryczny uktad nukleotydowy dobrze reprezentuje
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dominujace konfiguracje. Krotki zasigg ogona sugeruje mniejsza zmienno$¢ i wigksza
stabilno$¢ w odniesieniu do empirycznego rozktadu, co mozna wigzaé ze zrbwnowazong

kompozycja GC w genomie tego gatunku.

The distribution of Kullback-Leibler distance
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Figura 32. Rozktad odlegtosci Kullbacka-Leiblera D(xt||q) dla Escherichia coli.
obliczony dla zadanych ,,empirycznego” rozktadu stacjonarnego = (1, my g, Tc) |
probki 1000 rozktaddow stacjonarnych q wygenerowanych z rozktadu Dirichleta
Di(ay, ar, agac) ,9dziea; =1+z m;, i=A T,G, Coraz z=100. Wysokos¢ kazdego
prostokata reprezentuje czgsto$¢ probki o danej wartosci odlegtosci Kullbacka-Leiblera.

Histogram (Fig. 33) przedstawia rozktad wartosci odlegtosci Kullbacka-Leiblera
D(zlq) dla Thermus thermophilus. Rozktad jest skupiony przy niskich wartosciach KL, co
wskazuje, ze wiekszos¢ losowych rozktadow q generowanych z Dirichleta pozostaje blisko

empirycznego rozktadu n. Wysokos$¢ stupkow szybko maleje w miare przesuwania si¢ ku
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wyzszym wartosciom KL, co oznacza, ze przypadki wigkszych odchylen od  zdarzaja si¢
rzadko.

W poréwnaniu do organizmow o bardziej skrajnej kompozycji nukleotydowej, tutaj
ogon histogramu jest stosunkowo krotki, a warto$ci odstajace pojawiaja si¢ sporadycznie.
Taki uktad wskazuje na duza stabilno$¢ tta mutacyjnego i mniejsza podatnos¢ na losowe
fluktuacje w rozktadzie nukleotydow. Jest to spojne z charakterystykg genomu T.
thermophilus, ktory charakteryzuje si¢ wysokim udziatem par GC, sprzyjajacych zachowaniu

spojnosci i odpornosci struktury DNA w warunkach wysokiej temperatury.

The distribution of Kullback-Leibler distance
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Figura 33. Rozktad odlegtosci Kullbacka-Leiblera D(xt||/q) dla Thermus Thermophilus.
obliczony dla zadanych ,,empirycznego” rozktadu stacjonarnego ©t = (1,4, Ty ,7g, T¢) |
probki 1000 rozktadow stacjonarnych q wygenerowanych z rozktadu Dirichleta

Di(ay, ar, agac) ,9dziea; =1+z m;, i=AT,G, Coraz z = 100.
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Wysokos$¢ kazdego prostokata reprezentuje czestos¢ probki o danej wartosci
odlegtosci Kullbacka-Leiblera.

Rozktady histogramu (31,32,33) czestosci od odleglosci Kullbacka-Leiblera sugeruja,
ze dane s3 bardzo podobne w obrebie organizmu, poniewaz najczgsciej wystepujg niskie
warto$ci odlegtosci Kullback-Leibler, co §wiadczy o tym, Ze obserwacje w obrebie genomu
pojedynczego organizmu i wyslosowanego rozktadu Dirichleta sg bardzo podobne.
Wszystkie obserwacje spetniajg warunek (KL < 1), co $wiadczy o ich podobienstwie. Dla
Plasmodium falciparum odlegtosci Kullbacka—Leiblera osiggajg wartosci do okoto 0,2, co
wskazuje, ze rozktady losowane z Dirichleta pozostaja relatywnie bliskie rozktadowi
empirycznemu. Pomimo tego nawet tak niewielkie roznice prowadza do znacznych zmian w
ocenie
EM* Interpretacja ta pozostaje spdjna z faktem, iz genom tego pasozyta jest wyjatkowo
bogaty w pary AT. Skrajne przesunigcie w kierunku A 1 T czyni kod genetyczny bardziej
podatnym na zaburzenia mutacyjne, a tym samym uwydatnia rol¢ selekcji aminokwasowej w
ksztaltowaniu uzywalnosci kodonéw. W przypadku Escherichia coli warto$ci Fr mieszczg si¢
w zakresie od okoto 0,5 do 2,0, przy czym najwigksza koncentracja wynikow przypada na
przedziat 1,1-1,5. Oznacza to, ze szacunki silty selekcji aminokwasowej w tym genomie sg
bardziej stabilne 1 mniej podatne na niewielkie przesuni¢cia w tle nukleotydowym. Odleglosci
Kullbacka—Leiblera sa tutaj najnizsze sposrod analizowanych gatunkéw i rzadko przekraczaja
wartos$¢ 0,1. Wskazuje to na wysokg zgodno$¢ pomiedzy empirycznym rozktadem a jego
perturbacjami. W genomie Thermus thermophilus wartosci F;'**— sa skupione w bardzo
waskim zakresie, oscylujacym wokot neutralnosci (0,9—1,3). Swiadczy to o stabilnosci
estymat sity selekcji aminokwasowej, nawet pomimo tego, ze odlegtosci Kullbacka—Leiblera
0siagaja tutaj najwyzsze wartosci sposrod analizowanych organizméw, dochodzac do 0,3.
Fakt ten sugeruje, ze nawet wigksze roznice w tle mutacyjnym nie przektadaja si¢ na istotne
zmiany w sile selekcji aminokwasowej. Zjawisko to mozna powigza¢ z wysokim udzialem
par GC w genomie tego gatunku, co sprzyja wigkszej odpornosci uktadu kodonowo—
aminokwasowego na lokalne zaburzenia.

Na wykresie (Fig.34) dla P. falciparum obserwuje si¢, ze najwigksze zaggszczenie punktow
skupia si¢ w bezposrednim sgsiedztwie rozktadu odniesienia (czerwona kropka). Kolorystyka
mapy gestosci wskazuje jednak na nieco wigksze rozproszenie wartosci niz w przypadku
pozostatych gatunkow. Najczesciej losowane rozktady stacjonarne charakteryzuja si¢ niskimi

warto$ciami odlegtosci KL (ponizej 1), co §wiadczy o wysokim podobienstwie do
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empirycznego rozktadu nukleotydow. Jednocze$nie widoczne jest przesuniecie czesci gestosci
w strong nieco wyzszych wartosci normy selekcji, co sugeruje, ze u tego pasozyta selekcja
aminokwasowa moze by¢ bardziej wrazliwa na drobne zmiany w tle mutacyjnym. W efekcie
profil gestosci wskazuje na obecnos¢ zardwno skupienia bliskiego optimum, jak i stref
rozproszonych, ktére odzwierciedlaja charakterystyczne dla tego organizmu odchylenia od

najczesciej symulowanych rozktadow.
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Figura 34. Dwuwymiarowy wykres gestosci dla Plasmodium falciparum
przedstawiajacy zalezno$¢ miedzy znormalizowang normag sity selekcji £;*%* (0§ x) a
odlegloscig Kullbacka-Leiblera (0§ y) obliczong miedzy kazdym losowo wybranym
rozktadem stacjonarnym a rozktadem odniesienia (czerwona kropka). Przedstawione kontury
(niebieskie linie) opisujg wlasciwos$ci rozktadu dwuwymiarowego. Czestotliwos¢ gestosci
pomiaréw zobrazowano za pomoca koloru.

Dane dla E. coli (Fig. 35) uktadajg si¢ wyraznie wokot rozktadu odniesienia, co

potwierdza $ciste dopasowanie losowanych rozktadéw stacjonarnych do rzeczywistej
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struktury mutacyjno-selekcyjnej. Kolorowe obszary najwigkszej gestosci niemal pokrywaja
sie z pozycja czerwonego punktu, wskazujac, ze wartosci sity selekcji oraz odlegtosci KL
osiggane w symulacjach bardzo dobrze odwzorowuja empiryczny uktad. Obserwuje si¢
minimalne rozproszenie warto$ci wzdtuz osi x, co oznacza, ze w przypadku tego gatunku
normy selekcji sa stabilne i mniej podatne na fluktuacje wynikajace z tta mutacyjnego. Fakt,
ze maksimum gestosci pokrywa si¢ z punktem odniesienia, $wiadczy o tym, iz mechanizmy
ksztattujace uzywalnos¢ kodonow w E. coli sg wyjatkowo dobrze odzwierciedlane przez

zastosowany model teoretyczny.
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Figura 35. Dwuwymiarowy wykres gestosci dla Escherichia coli przedstawiajacy
zalezno$¢ migdzy znormalizowana norma sity selekcji F;"** (0§ x) a odlegtoscia Kullbacka-
Leiblera (o$ y) obliczong migdzy kazdym losowo wybranym rozktadem stacjonarnym a

rozktadem odniesienia (czerwona kropka). Przedstawione kontury (niebieskie linie) opisuja
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wlasciwosci rozktadu dwuwymiarowego. Czestotliwos¢ gestosci pomiardw zobrazowano za

pomocg koloru.

W przypadku T. thermophilus (Fig.36)otrzymany rozktad gestosci praktycznie

naktada si¢ na punkt odniesienia, co sugeruje, ze losowe rozktady stacjonarne sa wyjatkowo

zbiezne z warto§ciami empirycznymi. Czerwona kropka znajduje si¢ w samym centrum

obszaru najwigkszej gestosci, a kontury rozktadu sg skoncentrowane i zwarte, bez wyraznych

odchylen na osiach. Oznacza to, ze zarowno norma sity selekcji, jak 1 odlegtos¢ KL pozostaja

wasko ograniczone wokot wartosci charakterystycznych dla tego gatunku. Taki uktad

sugeruje, ze u tego termofilnego organizmu mechanizmy selekcji aminokwasowej dziatajg w

sposob silnie uporzadkowany 1 konsekwentny, co moze by¢ adaptacja do ekstremalnych

warunkow Srodowiskowych, w ktorych stabilno$¢ translacji 1 minimalizacja btgdow

odgrywaja kluczowa role.

przedstawiajacy zalezno$¢ migdzy znormalizowang normg sity selekcji F7'%* (0§ x) a
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Figura 36. Dwuwymiarowy wykres gestosci dla Thermus Thermophilus
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odlegtoscig Kullbacka-Leiblera (0$ y) obliczong migdzy kazdym losowo wybranym
rozktadem stacjonarnym a rozktadem odniesienia (czerwona kropka). Przedstawione kontury
(niebieskie linie) opisujg wlasciwos$ci rozktadu dwuwymiarowego. Czestotliwos¢ gestosci

pomiar6éw zobrazowano za pomoca koloru.

Na podstawie rysunkow (34, 35, 36) przedstawiajacych czestos¢ obserwacji od
odlegtosci KL wida¢, ze we wszystkich 3 organizmach najczesciej byty losowane punkty w
bliskim sasiedztwie empirycznego rozktadu. Chociaz dane dla P.falciparum znéw odbiegaja
nieznacznie od wynikow generowanych najczesciej, dane dla E.coli sg w bliskim sgsiedztwie,
a dla T.thermophilus si¢ pokrywajg z najczesciej osigganymi wartosci F/®*

Analiza zaleznosci pomiedzy znormalizowang sitg selekcji F;** a odlegtoscia
Kullbacka-Leiblera (DKL) wykazata réznice pomigedzy badanymi genomami. Dla
Plasmodium falciparum (Fig. 37) chmura punktéw koncentruje si¢ przy stosunkowo
wysokich wartosciach F;*%*(~1,5-2,5), natomiast wartosci odlegtosci KL utrzymujg si¢ na
niskim poziomie (0,00-0,20). Oznacza to, ze w tym genomie selekcja aminokwasowa dziata

intensywnie, a odchylenia od rozktadu odniesienia sa ograniczone.
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Figura 37. Dla Plasmodium falciparum Zaleznos$¢ migdzy znormalizowang normg sity
selekcji F"** (0$ x) a odlegloscig Kullbacka-Leiblera (0§ y) obliczong mi¢dzy kazdym
losowo wybranym rozktadem a rozktadem odniesienia (czerwona kropka).

W przypadku Escherichia coli (Fig.38) widoczny jest podobny trend rosngcy, jednak
wartosci F'**rozciagaja si¢ od okoto 0,5 do 2,0, a odlegtosci KL pozostajg bardzo niskie
(0,00-0,10). Sugeruje to, ze selekcja dziata w sposob umiarkowany, a profil mutacyjno-
selekcyjny E. coli jest bardziej stabilny i blizszy rozktadowi odniesienia niz w przypadku P.

falciparum.
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Figura 38. Dla Escherichia coli Zalezno$¢ miedzy znormalizowang norma sity selekcji
E* (0$ x) a odlegloscig Kullbacka-Leiblera (0§ y) obliczong migdzy kazdym losowo
wybranym rozktadem a rozktadem odniesienia (czerwona kropka).

Z kolei dla Thermus thermophilus (Fig. 39) rozrzut punktow jest najszerszy — wartosci
EM**mieszczg si¢ w zakresie 0,8—1,6, a DKL siggajg nawet 0,3. Wskazuje to, ze w genomie
T. thermophilus presja mutacyjna w wickszym stopniu odksztatca profile nukleotydowe
wzgledem rozktadu odniesienia, co odzwierciedla mniej stabilng rownowage miedzy selekcja

a mutacjami.

118



024 *

=]
ka
A

Qdleglose Kullback-Leibler

=]

Figura 39. Dla Thermus thermophilus Zalezno$¢ migedzy znormalizowana norma sity
selekcji F"** (0$ x) a odlegloscig Kullbacka-Leiblera (0§ y) obliczong mi¢dzy kazdym

losowo wybranym rozktadem a rozktadem odniesienia (czerwona kropka).

Analiza rozktadow Dirichleta ujawnita wyrazne rdznice w zalezno$ci pomiedzy sitg
selekcji aminokwasowej E;***a odchyleniem od rozktadu odniesienia, mierzonym
odlegtoscig Kullbacka—Leiblera (Kullback i Leibler, 1951), (Aitchison, 1986). W przypadku
Plasmodium falciparum wartosci F;"**byty najwyzsze sposrod wszystkich badanych
organizméw ($rednia i mediana > 1,6; maksimum = 2,8), przy jednoczesnie niskich
warto$ciach D|KL. Wskazuje to, ze selekcja dziata wyjatkowo silnie, skutecznie rownowazac
presje mutacyjng ukierunkowang na zasady AT—co jest zgodne z tym, ze genom P.
falciparum jest bogaty w AT(Gardner i in., 2002), (Plotkin i Kudla, 2011).

Dla Escherichia coli uzyskano obraz bardziej zréwnowazony: E"**oscyluje wokot

~1,4 (maksimum < 2,5), a D|KL pozostaje najnizsze ze wszystkich poréwnan, co wskazuje na
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bliskie dopasowanie do rozktadu odniesienia i stabilng rownowage mutacyjno-selekcyjng w
genomie o umiarkowanej zawartosci GC (Hershberg i Petrov, 2008), (Bulmer, 1991).

Z kolei w Thermus thermophilus F;*** przyjmuje najnizsze wartosci (Srednio ~1,2;
maksimum < 2,2), przy najszerszym rozrzucie D|KL (do > 0,3). Obraz ten sugeruje, ze w
genomach bogatych w GC wigkszg cz¢$¢ ksztattowania profilu kodonowego przejmuje sama
presja mutacyjna sprzyjajaca akumulacji G 1 C, a selekcja aminokwasowa ma mniejszg
,,dzwigni¢” korygujaca odchylenia wzgledem rozktadu odniesienia (Henne i in., 2004),
(Sueoka, 1993).

Tabela 15 przedstawia statystyki rozktadu Dirichleta dla Plasmodium falciparum.
Uzyskane wartos$ci wskazuja na wyrazng asymetri¢ w rozkladzie sity selekcji. Minimalna
warto$¢ F;'** wyniosta 0,966, natomiast maksimum si¢gne¢to 2,814. Réznica pomigdzy tymi
skrajnymi warto$ciami pokazuje, ze w zaleznosci od tta mutacyjnego intensywnos$¢ selekcji w
genomie P. falciparum moze zmienia¢ si¢ niemal trzykrotnie.

Wartosci kwartylowe dodatkowo precyzujg obraz zmiennosci. Pierwszy kwartyl (Q1)
osiggnal wartos$¢ 1,471, mediana 1,665, a trzeci kwartyl (Q3) 1,900. Oznacza to, ze potowa
wszystkich obserwacji miesci si¢ w stosunkowo waskim przedziale 1,47—1,90, a wartosci
skrajne, choé istotne, stanowiag jedynie ograniczona czes¢ catej dystrybucji. Srednia
arytmetyczna (1,702) jest zblizona do mediany, co sugeruje umiarkowang symetri¢ rozktadu,
przy jednoczesnym istnieniu nieco wydtuzonego ogona w strong wartosci wyzszych.

Interpretacja tych danych prowadzi do wniosku, ze selekcja aminokwasowa w
genomie Plasmodium falciparum ujawnia si¢ zazwyczaj na poziomie umiarkowanym do
wysokiego, z typowymi warto$ciami wokot 1,6—1,9. Jednak w pewnych warunkach
mutacyjnych, zwlaszcza w rozktadach przesunigtych ku skrajnej przewadze jednej zasady,
moze osigga¢ wartosci przekraczajace 2,8, co wskazuje na bardzo silny wptyw selekcji. Z
drugiej strony minima ponizej 1,0 sugeruja, ze w warunkach szczegdlnie niekorzystnego tta
mutacyjnego selekcja moze by¢ znaczaco ostabiona.

Podsumowujac, rozktad dla P. falciparum wskazuje na duze zr6znicowanie
intensywnosci selekcji. Dominujg wartosci umiarkowane, jednak mozliwo$¢ osiggnigcia
zaro6wno bardzo niskich, jak i skrajnie wysokich poziomow sugeruje wysoka wrazliwos¢ tego

genomu na zmiany w kompozycji nukleotydowej
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Tabela 15. Statystyki opisowe E;*%* obliczone dla rozktadow stacjonarnych

generowanych przy pomocy rozktadu Dirichleta dla Plasmodium falciparum

Min Q1 Median Mean Q3 Max

0.965962 1.470795 1.664705 1.70231 1.899643 2.81427

Tabela 16 przedstawia statystyki rozktadu Dirichleta dla Escherichia coli. Uzyskane
wartos$ci wskazuja na wyraznie inny profil niz w przypadku Plasmodium falciparum.
Minimalna warto$¢ F;*** wyniosta 0,653, podczas gdy maksimum siggneto 2,455. Zakres ten
jest nieco wezszy, co sugeruje mniejsza zmiennos$¢ intensywnosci selekcji w odpowiedzi na
tlo mutacyjne.

Analiza warto$ci kwartylowych pozwala lepiej uchwyci¢ strukture rozktadu. Pierwszy
kwartyl (Q1) uksztattowat si¢ na poziomie 1,231, mediana wyniosta 1,402, a trzeci kwartyl
(Q3) 1,600. Wskazuje to, ze potowa wszystkich obserwacji miesci si¢ w przedziale 1,23-1,60,
a wiec wezszym niz w przypadku P. falciparum. Srednia wartos¢ (1,431) pozostaje bardzo
bliska medianie, co potwierdza wzgledng symetri¢ rozktadu i1 brak silnych odchylen w strong
wartos$ci skrajnych.

Zauwazalna jest jednak obecnos¢ pewnych wartosci odstajacych — szczegdlnie
maksymalnej, siggajacej ponad 2,45. Oznacza to, ze chociaz typowe wartosci sity selekcji dla
E. coli oscylujg wokot 1,3—1,6, w okreslonych konfiguracjach mutacyjnych mozliwe jest
osiggnigcie efektow niemal dwukrotnie silniejszych. Jednocze$nie wartos¢ minimalna, nizsza
niz 0,7, wskazuje na przypadki, w ktérych selekcja aminokwasowa jest mocno ostabiona i
ustepuje miejsca presji mutacyjnej.

Podsumowujac, rozktad dla E. coli charakteryzuje si¢ umiarkowang zmiennoscia, z
dominujacymi warto$ciami w zakresie srednim 1 stosunkowo niewielka liczbg obserwacji
skrajnych. Typowy poziom selekcji jest nizszy niz w przypadku Plasmodium falciparum, a
réznice migdzy kwartylami mniejsze, co sugeruje wigksza stabilnos¢ i mniejsza wrazliwosé

na zmiany w tle mutacyjnym.
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Tabela 16. Statystyki opisowe E;*** obliczone dla rozktadow stacjonarnych generowanych

przy pomocy rozktadu Dirichleta dla Escherichia coli

Min Q1 Median | Mean Q3 Max

0.65324 | 1.23057 | 1.4023 | 1.431138 | 1.600028 | 2.45481

Tabela 17 przedstawia statystyki rozktadu Dirichleta dla Thermus thermophilus.
Uzyskane wartosci wskazuja na profil selekcji odmienny od obserwowanego w przypadku
Plasmodium falciparum i Escherichia coli. Minimalna warto$¢ F/"**wyniosta 0,557, a
maksymalna osiaggneta 2,184, co oznacza, ze rozpigtos¢ catego zakresu jest relatywnie
mniejsza niz w genomach analizowanych wcze$niej. Zakres ten sugeruje, zZe sita selekcji w
genomie T. thermophilus podlega mniejszym wahaniom w odpowiedzi na zmiany w tle
mutacyjnym.

Wartosci kwartylowe dostarczajg bardziej szczegdlowego obrazu. Pierwszy kwartyl
(Q1) wyniést 0,949, mediana 1,091, a trzeci kwartyl (Q3) 1,414. Polowa wszystkich
obserwacji miesci si¢, wigc w przedziale 0,95-1,41, co wskazuje na dominacje warto$ci
umiarkowanych. Srednia warto$¢ (1,173) plasuje sie nieco powyzej mediany, co sugeruje
lekkie przesuni¢cie rozktadu w strong wartosci wyzszych, cho¢ nie jest ono tak wyrazne jak w
przypadku P. falciparum.

Zaréwno warto$¢ minimalna, jak i maksymalna majg szczegolne znaczenie
interpretacyjne. Minimalny poziom E"**nieco powyzej 0,55, wskazuje na sytuacje, w
ktorych selekcja aminokwasowa zostaje powaznie oslabiona przez tlo mutacyjne. Z drugiej
strony maksymalny wynik (2,184) pozostaje wyraznie nizszy niz rekordowe wartosci
obserwowane u Plasmodium falciparum (>2,8) czy E. coli (>2,4). Oznacza to, ze nawet w
najbardziej sprzyjajacych uktadach nukleotydowych selekcja w genomie T. thermophilus nie
osigga ekstremalnych wartosci, a jej potencjat pozostaje ograniczony.

Podsumowujac, rozktad dla T. thermophilus wskazuje na umiarkowany i stosunkowo
stabilny poziom sity selekcji, z mniejsza rozpietoscia pomigdzy wartosciami minimalnymi i
maksymalnymi niz w genomach pozostatych gatunkow. Genom tego termofilnego organizmu
cechuje si¢, wiec mniejszg wrazliwoscig na przesuni¢cia mutacyjne, a selekcja ujawnia si¢ tu

w sposoOb bardziej stonowany i przewidywalny.
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Tabela 17. Statystyki opisowe E;*** obliczone dla rozktadoéw stacjonarnych

generowanych przy pomocy rozktadu Dirichleta dla thermus thermophilus

Min Q1 Median Mean Q3 Max

0.556569 0.948813 1.090955 1.17258 1.414233 2.18368

Tabela 18 przedstawia zestawienie szacowanej presji mutacyjnej w genomie Plasmodium
falciparum oraz odpowiadajacych jej wartosci sity selekcji F;*** . Dodatkowo pokazano
wylosowane rozktady stacjonarne nukleotydow w sasiedztwie warto$ci minimalnych 1
maksymalnych, co pozwala na bezposrednie powigzanie skrajnych punktéw z konkretnymi
profilami nukleotydowymi. Dla tego gatunku oszacowana presja mutacyjna wynosita m, =
0,31, mr = 0,28, m; = 0,24 i T = 0,17. Taki uktad stanowi punkt odniesienia dla dalszej
analizy. Wartos$¢ sity selekcji w tej konfiguracji wyniosta 1,403, co wskazuje na umiarkowany
wplyw selekcji aminokwasowej w typowych warunkach mutacyjnych genomu P. falciparum.

Rozktad odpowiadajgcy wartosci maksymalnej FE;*** =2,814 charakteryzowat si¢
silnym przesuni¢ciem w stron¢ adeniny i guaniny. Udzial m4 wyniost 0,184, m; = 0,297, . =
0,219, a my = 0,299. Taki uktad, cho¢ nie zdominowany przez jedng zasade, wykazuje
wyrazng asymetri¢, w ktorej przewaga A i G, przy umiarkowanym poziomie T, sprzyja
ujawnieniu si¢ efektow selekcji aminokwasowej z najwigksza intensywnoscig.

Z kolei rozktad odpowiadajacy wartosci minimalnej F;*** =0,966 zwigzany byt z
przewaga adeniny (0,390) oraz stosunkowo wysokim udziatem tyminy (0,268), podczas gdy
guanina i cytozyna pozostawaty na niskich poziomach (odpowiednio 0,243 i 0,099). Oznacza
to, ze w warunkach przesunigcia tta mutacyjnego w stron¢ dominacji A i T selekcja ulega
znacznemu oslabieniu.

Podsumowujac, analiza Tabeli 18 pokazuje, ze w genomie P. falciparum selekcja
aminokwasowa dziala z umiarkowang sila w warunkach odpowiadajacych naturalnemu
rozktadowi nukleotydow, lecz jej intensywno$¢ moze si¢ znacznie zmienia¢ w zaleznos$ci od
przesuni¢¢ w tle mutacyjnym. Najsilniejsza selekcja ujawnia si¢ w konfiguracjach z przewaga
A1 G przy umiarkowanej obecnosci T, natomiast najstabsza w uktadach zdominowanych

przez AiT.
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Tabela 18. Tabela przedstawia szacowang presj¢ mutacyjng i odpowiadajaca jej
warto$¢ F"*oraz wylosowany rozktad stacjonarny w sgsiedztwie z maksymalnym i

minimalnym FE*%* dla plasmodium falciparum.

A T G C Fmax

0.31 0.28 0.24 0.17 1.40313

0.389674 | 0.268438 | 0.243188 | 0.098701 | 2.81427

0.184359 | 0.299345 | 0.297376 | 0.21892 | 0.965962

Tabela 19 przedstawia szacowang presj¢ mutacyjng w genomie Escherichia coli oraz
odpowiadajace jej wartosci sity selekcji E7"**.Dodatkowo pokazano rozktady stacjonarne
nukleotydow towarzyszace wartosciom maksymalnym i minimalnym, co umozliwia
powiazanie skrajnych punktéw z okreslonymi profilami kompozycji nukleotydowe;.

Oszacowane tto mutacyjne dla E. coli wynosito: m4 = 0,25, my = 0,26, m; = 0,26 i
=0,23. Jest to uktad stosunkowo zréwnowazony, w ktérym udziaty wszystkich czterech zasad
sa zblizone, a roznice migdzy nimi nie przekraczaja kilku procent. W takiej konfiguracji
warto$¢ sity selekcji osiggneta poziom 1,181, co wskazuje na umiarkowany wptyw selekcji
aminokwasowej przy naturalnym tle mutacyjnym tego gatunku.

Rozktad odpowiadajacy warto$ci maksymalnej F;*** =2 455cechowat si¢ wyrazng
przewagg guaniny i cytozyny, ktoérych udziaty wyniosty odpowiednio 0,310 1 0,276. Adenina
I tymina, obecne w mniejszych proporcjach (odpowiednio 0,163 i 0,252), nie petnity wiodace;j
roli. Taki uktad, w ktorym G i C stanowig niemal 60% catej kompozycji, sprzyja ujawnieniu
maksymalnego efektu selekcji.

Natomiast rozktad zwigzany z minimalng warto$cig E;*** =0,653 wskazuje na
przewage cytozyny (0,276) i guaniny (0,310), ale przy jeszcze wigkszej redukcji adeniny do
poziomu 0,163. W tym uktadzie ostabienie selekcji jest szczegdlnie wyrazne, co sugeruje, ze
nadmierna dominacja G i C, przy obnizonym poziomie A, ogranicza mozliwos¢ efektywnego
dziatania selekcji aminokwasowej.

Podsumowujac, wyniki zestawione w Tabeli 19 wskazuja, ze w genomie E. coli
naturalne tlo mutacyjne sprzyja umiarkowanej sile selekcji, jednak jej intensywno$¢ moze si¢
istotnie zmienia¢ w zalezno$ci od przesuni¢¢ w proporcjach nukleotydowych. Najwyzsze
warto$ci obserwowane sg w konfiguracjach obfitujacych w GC, natomiast minima ujawniajg
si¢ w uktadach, gdzie adenina zostaje zredukowana do bardzo niskiego poziomu.
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Tabela 19. Tabela przedstawia szacowang presje¢ mutacyjng i odpowiadajaca jej
wartos$¢ Fp'**oraz wylosowany rozktad stacjonarny w sasiedztwie z maksymalnym i

minimalnym E"4* dla Escherichia coli

A T G C Fmax

0.25 0.26 0.26 0.23 1.18087

0.219788 | 0.355087 | 0.27503 | 0.150096 | 2.45481

0.162727 | 0.25156 | 0.310106 | 0.275606 | 0.65324

Tabela 20 przedstawia szacowang presj¢ mutacyjng w genomie Thermus thermophilus
oraz odpowiadajace jej wartosci sily selekcji £;***. Dodatkowo zaprezentowano wylosowane
rozktady stacjonarne nukleotydow w sgsiedztwie warto$ci minimalnych i maksymalnych, co
umozliwia oceng, jak zmiany w tle mutacyjnym wplywaja na intensywno$¢ selekcji.

Szacowane naturalne tto mutacyjne dla T. thermophilus obejmuje 4 = 0,18, m =0,21,
e = 0,31 oraz m; = 0,30. Jest to profil wyraznie przesunigty w stron¢ zasad GC, ktore razem
stanowig ponad 60% catkowitej kompozycji. W tej konfiguracji sita selekcji osigga wartos¢
0,979, a wiec jest relatywnie niska, co sugeruje przewage presji mutacyjnej w naturalnych
warunkach genomu tego organizmu.

Rozktad odpowiadajacy wartosci maksymalnej FE;*** =2,184 charakteryzuje si¢
wiekszg rownowaga migdzy zasadami. Adenina i1 tymina wystepuja w udziale odpowiednio
0,283 0,187, a guanina i cytozyna na poziomie 0,253 1 0,277. W tym uktadzie Zadna z zasad
nie dominuje jednoznacznie, co sugeruje, ze wtasnie bardziej zrownowazone kompozycje
sprzyjaja ujawnieniu silniejszych efektow selekcji aminokwasowe;.

7 kolei warto$¢ minimalna FJ*%* =0,557zwigzana jest z profilem o jeszcze silniejszej
przewadze cytozyny (0,355) oraz stosunkowo niskim udziatem adeniny (0,182) i tyminy
(0,218). Takie przesunigcie tta mutacyjnego jeszcze bardziej akcentuje role zasad GC i
skutecznie thumi efekt selekc;i.

Podsumowujac, analiza Tabeli 20 wskazuje, ze w genomie T. thermophilus selekcja
aminokwasowa dziata z najmniejszg intensywnoscig w warunkach, kiedy presja mutacyjna
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jest w kierunku GC, a jej sita wzrasta w bardziej zrownowazonych konfiguracjach
nukleotydowych. Jednoczesnie zakres obserwowanych wartosci, od 0,56 do 2,18, wskazuje,
ze nawet w tym przypadku zmiennos$¢ pozostaje istotna, cho¢ mniejsza niz u P. falciparum

czy E. coli.

Tabela 20. Tabela przedstawia szacowang presje mutacyjng i odpowiadajacg jej warto$¢
E***oraz wylosowany rozktad stacjonarny w sagsiedztwie z maksymalnym i minimalnym

EMm* dla Thermus Thermophilus.

A T G C Fmax

0.18 0.21 0.31 0.3 0.978783

0.28271 | 0.187383 | 0.253191 | 0.276715 | 2.18368

0.181509 | 0.218496 | 0.244646 | 0.355349 | 0.556569

Uzyskane wyniki pozwalajg na poglebiong interpretacje roli presji mutacyjnej w
ksztaltowaniu selekcji aminokwasowej. Nalezy podkresli¢, ze brak Scistej zaleznosci
pomig¢dzy wartosciami me (F;*%*) a odlegtoscig KL jest zjawiskiem spodziewanym (Kullback
i Leibler, 1951), (Yang, 2006), (Rodrigue i in., 2010), (Holmes i in., 2012), (Morgan, 2025),
(Cover i Thomas, 2006). Nawet niewielkie przesunigcia w tle mutacyjnym moga wywotywaé
nieproporcjonalnie duze zmiany w ocenie sity selekcji aminokwasowej, zwlaszcza w
genomach o nietypowej kompozycji nukleotydowej. W tym kontekscie istotne staje si¢
uwzglednianie losowych rozktadow Dirichleta, jako narzgdzia do oceny stabilno$ci

empirycznych estymat.

5. Dyskusja

Cel- przypomnienie kontekstu

Celem pracy byto ilosciowe zbadanie, w jakim stopniu selekcja na poziomie
aminokwasowym (modelowana przez wybrane macierze kosztow aminokwasowych)
ksztattuje uzywalno$¢ kodondéw synonimicznych w warunkach realistycznej, asymetrycznej

presji mutacyjnej generowanego przy uzyciu znanego w analizach filogenetycznych modelu
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UNREST, oraz czy efekt ten utrzymuje si¢ zarowno w standardowym, jak i alternatywnych
kodach genetycznych.

5.1 Odniesienie wynikéw

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze wptyw selekcji aminokwasowej na
uzywalnos$¢ kodonoéw synonimicznych ma ztozony charakter. Sita selekcji me (F;*%*) zalezy
nieliniowo od frakcji poszczeg6lnych zasad oraz od specyfiki przypisania kodondéw do
aminokwasdéw w rozwazanym wariancie kodu genetycznego. Zaleznosci te stajg si¢
szczegblnie wyrazne w stanach skrajnych — zardwno przy rozktadach stacjonarnych dla
matych 1 duzych frekwencji poszczegolnych zasad lub ich kombinacji, kiedy na skutek presji
mutacyjnej ilos¢ dostgpnych kodonéw synonimicznych ulega zmniejszeniu, faworyzowanie
przez tto mutacyjne kodondw potencjalnie niebezpiecznych powoduje, ze kazda pojedyncza
mutacja niesie wicksze ryzyko powaznych nast¢pstw. Wowczas selekcja aminokwasowa
cze$ciej ujawnia si¢ w profilu uzywalnosci kodonéw, powodujgc zmiane uzywalnosci
kodonéw od rozktadu, jaki wynikatby tylko z procesu mutacji (Pawlak i in., 2023), (Btazej i
in, 2017) . Wynik ten pozostaje w zgodzie z ujeciem rownowagi mutacyjno-selekcyjnej,
zgodnie, z ktorym uzywalno$¢ kodonow odzwierciedla kompromis pomiedzy dziataniem
mutacji a kosztami zmian aminokwasowych (Heizer i in., 2006), (Bulmer, 1991), (Rodrigue i
in., 2010) . Przy pewnych tendencjach w stacjonarnym rozktadzie nukleotydéw obserwowany
jest przedziat warto$ci presji mutacyjnej, w ktorej sita selekeji ulega ostabieniu: presja
mutacyjna faworyzuje wtedy szeroki zbidr kodonéw synonimicznych mniej podatnych na
radykalne zmiany, dzigki czemu koszt bledéw maleje 1 §lad selekcji w statystyce kodonow
staje si¢ mniej wyrazisty (Pawlak i in., 2023), (Btazej i in, 2017) . Efekt jest najsilniejszy w
rozktadach stacjonarnych o duzej zawarto$ci frakecji AT , gdzie ryzyko mutacji do kodonoéw
stop i do aminokwasow o innych wlasciwosciach fizykochemicznych jest wigksze, natomiast
jest mniej widoczny kiedy presja mutacyjne generuje duzo GC, wtedy czgéciej obserwuje si¢
faworyzowanie bardziej konserwatywnych zmian aminokwasé6w powodowanych przez
mutacje. (Morton, 2001), (Btazej i in., 2017), jesli spojrze¢ na ten efekt przez pryzmat
klasycznej miary ,,radykalnosci” substytucji 1 wlasciwos$ci bocznych tancuchow
aminokwasow: im wigkszy dystans w macierzach roznic, tym silniejsze oczekiwanie, ze
dobor begdzie zmniejszat prawdopodobienstwo zmian w stron¢ konserwatywnych sgsiadow

(Grantham, 1974), (Blaber i in., 1993), (Tsai i in., 1999).
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Na tym tle wyrdzniajg si¢ kody alternatywne ze zmianami kodonéw stop, w kodony
kodujace aminokwasy. Eliminacja lub redystrybucja kodonow terminacyjnych sprzyja
,domykaniu” konserwatywnych blokéw aminokwasowych i redukuje prawdopodobienstwo
mutacji letalnych (Haig i Hurst, 1991), (Freeland i Hurst, 1998), (Freeland i in., 2000),
(Johnson i in., 2011), (Btazej i in., 2019) . Przyktady obejmujg przypisania UGA—Trp,
UAA/UAG—GIn, UAA/UAG—Tyr, UAA/UAG—Glu, UGA—Cys, UAG—Leu. Zmiany te
obserwuje si¢ w kodzie 2, 4, 5, 6, 10, 14, 15, 16, 27, 28, 29, 30, 31, 33. Takie przeksztatcenia
zwigkszaja spojnos¢ wlasciwosci fizykochemicznych w sasiedztwie kodonowym,
ograniczajac koszt substytucji i utatwiajac ujawnienie si¢ selekcji aminokwasowej w profilach
uzywalnosci kodondw. Zgodnie z koncepcja minimalizacji skutkéw btedow, kody te dzialaja
jak uktady bardziej odporne na zaktocenia, co znajduje odzwierciedlenie w obserwowanych
odchyleniach uzywalnosci kodonéw synonimicznych od czgstosci wynikajacej z czystego
procesu mutacyjnego. Jest to szczegdlnie widoczne w okreslonych zakresach rozktadu
stacjonarnego (Pawlak i in., 2023), (Gilis i in., 2001), (Tlusty, 2007).

Analiza statystyczna potwierdza zr6znicowanie intensywnosci selekcji pomiedzy
kodami. Najwyzsze $rednie oraz maksima F;***odnotowano w kodach 22 i 23, co wskazuje
na przypadki, w ktorych selekcja dominowata nad presjg mutacyjng. Przeciwnie, niskie
srednie w kodach 29 1 32 §wiadczg o sytuacjach z przewaga komponentu mutacyjnego.
Roznice te podkreslaja, ze sama architektura przypisania kodonow do aminokwaséw,
znaczaco zmienia site 1 widocznos¢ selekcji aminokwasowej (Pawlak i in., 2023), (Freeland 1
in., 2000), (Btazej i in., 2019). Porownanie z danymi rzeczywistymi pokazuje, ze wzory
uzycia kodonéw w badanych genomach nie sg prostg funkcja samej presji mutacyjnej ani
wylacznie dopasowania translacyjnego, lecz kompromisem mutacja—selekcja z istotnym
komponentem selekcji aminokwasowej (Plotkin i Kudla, 2011), (Morton, 1993, 1998, 2001),
(Btazej i in., 2017) . Odzwierciedla to hipoteze ewolucji przypisan kodonow ,,mutacja-
selekcja” (Halpern i Bruno, 1998), (Rodrigue i in., 2010) oraz z obserwacjami dotyczacymi
preferencji kodondw ,,bezpieczniejszych” wzgledem stop i substytucji radykalnych (Schmid i
Flegel, 2011), (Ho i Hurst, 2022).

Wyniki potwierdzajg gtowna hipoteze: selekcja aminokwasowa systematycznie
przeciwdziata presji mutacyjnej i ,,porzadkuje” przestrzen kodonow, ograniczajac
powstawanie kodonow nonsensownych i podstawien chemicznie radykalnych. ( Duret i

Galtier, 2009), (Novoa i in., 2019).
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5.1.1 Mutacje i selekcja — dwa filary wyjasniania réznej uzywalnosci kodonéw

Prace klasyczne dzielg wyjasnienia roznej uzywalnosci kodonoéw (codon usage bias
»CUB”) na hipotezy mutacyjne i selekcyjne (Sueoka, 1988, 1993), (Plotkin i Kudla, 2011),
(Iriarte i in., 2021) . Przedstawione wyniki potwierdzaja, ze obie sity dziataja rOwnoczesnie.
Presja mutacyjna (m.in. globalny GC, nierownomierno$¢ tranzycji/transwersji) silnie wptywa
na czgsto$ci kodondow (Muto i Osawa, 1987), (Zhou i in., 2014), (Hershberg i Petrov, 2010),
(Hildebrand i in., 2010), ale selekcja aminokwasowa dalej je ,.koryguje” w kierunku
ograniczenia zmian szkodliwych, przeciwdziata mutacjom radyklalnym do aminokwasoéw o
innych wiasciwosciach i mutacjom do kodonéw stop (Grantham, 1974), (Miyata i in., 1979),
(Yampolsky i Stoltzfus, 2005), (Tsai i in., 1999), (Blaber i in., 1993) . Obserwowane unikanie
kodonow ,,bliskich-stop” 1 preferowanie kodonow synonimicznych o mniejszym ryzyku
przejscia do stop lub do reszt o wysokiej ,,radykalno$ci” potwierdza udziat selekcji na
poziomie aminokwasowym w ksztattowaniu uzywalno$ci kodondw synonimicznych (Morton,

2001), (Schmid i Flegel, 2011), (Ho i Hurst, 2022).

5.1.2 Wptyw selekcji na poziomie aminokwasowym na selekcje translacyjng

Cho¢ dopasowanie do puli t-RNA 1 efektywno$¢ translacji niewatpliwie ksztattuja
CUB (Sharp i Li, 1986), (Plotkin i Kudla, 2011), (Hershberg i Petrov, 2008), to wyniki tej
pracy sugeruja, ze Selekcja na poziomie aminokwasowym modyfikuje uzywalnos¢ kodonow
synonimicznych. W zwigzku z tym nie mozna redukowac zjawiska do jednego mechanizmu
(Kiinstner 1 in., 2011), (Novembre, 2002). R6znice migdzygatunkowe w analizie sity tego
efektu — szczegoblnie przy skrajnych sktadach GC — mogg wynika¢ z odmiennych poziomow
selekcji w specyficznych warunkach, tempa mutacji i rekombinacji (Lynch, 2010), (Lynch i
in., 2016), (Lee i in., 2012), a takze z udziatu gBGC (Duret i Arndt, 2008), (Duret i Galtier,
2009), (Lesecque i in., 2013), (Glémin i in., 2015), ktory zwigksza czgstosci G=C i moze

,maskowac” czes¢ sygnatow selekcyjnych.

5.1.3 Alternatywne kody jako przejaw elastycznosci i dgzenia do minimalizag;ji
btedéw
Zbior obserwacji dotyczacych zmian przypisan kodonéow do aminokwasow (Santos i

in., 2004), (Hamashima i Kanai, 2013), (Keeling, 2016) oraz przypadkow niejednoznacznych
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kodow n.in. u orzeskow (Preer i in., 1985), (Lozupone i in., 2001), (Swart i in., 2016),
(Zahonova i in., 2016), (Tourancheau i in., 1995) stoi w zgodzie z wnioskiem, Ze przesuwanie
granic miedzy kodonami sensownymi a terminacyjnymi potrafi zmniejszy¢ koszt btedow i
zwigksza¢ spojnos¢ blokow. W takim ujeciu cze$¢ wariantéw kodu wydaje si¢ konsekwencja
selekcji na minimalizacje¢ skutkow btedow (Haig i Hurst, 1991), (Freeland i Hurst, 1998),
(Freeland i in., 2000), (Gilis i in., 2001), (Tlusty, 2007), (Di Giulio, 2018), (Btazej i in.,
2019), (Radvanyi i Kun, 2021), co dobrze wspoétgra z wynikami modelowymi i

porownaniami.

5.2 Znaczenie wynikéw dla obecnej wiedzy

Lacznie, rezultaty te poszerzajg klasyczne ramy interpretacji CUB: obok doboru
translacyjnego i tta mutacyjnego nalezy wprost uwzgledni¢ selekcj¢ na poziomie
aminokwasow, ktora dziata jak ,,bufor” ograniczajacy substytucje radykalne oraz mutacje do
kodonow stop. Warto$¢ dodana wobec prac Mortona (1993, 1998, 2001) i Btazeja i in. (2017)
polega na systematycznym pokazaniu tego zjawiska w szerokim wachlarzu wariantow kodu
genetycznego, a nie tylko w genomach plastydow lub kodzie standardowym. Konsekwencja
jest bardziej zbalansowane ujecie rOwnowagi mutacyjno-selekcyjnej, ktore thtumaczy spojnosé
obserwowanych wzorow w roznych liniach zycia (Novoa i in., 2019), (Vicario i in., 2007) .
Zastosowanie roznych macierzy selekcyjnych ukazuje cechy aminokwasow, ktore bardziej
lub mniej wptywajg na selekcje aminokwasowa. Jesli doda¢ do tego odkrycia rozszerzajace
alternatywne kody genetyczne o aminokwasy takie jak selenocysteina i pirolizyna,
otrzymujemy obraz kodu jako systemu elastycznego, ktory ewoluuje w kierunku zmniejszania
kosztow btedow, a nie wylgcznie poprzez dryf i mutacje w aparacie tRNA (Bock i in., 1991),
(Stadtman, 1996), (Ibba i Soll, 2002), (Krzycki, 2005), (Sengupta i Higgs, 2015),
(Hamashima i Kanai, 2013).

5.3 Ograniczenia badania

Wykorzystany model UNREST zaktada stato$¢ i jednorodno$¢ procesu w czasie,
pomijajac zarbwno wplyw kontekstu sgsiedztwa (np. podatnych miejsc CpG), jak i
zréznicowanie pomiedzy genami czy liniami ewolucyjnymi (Yang, 2006). Podobnie
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stosowane macierze kosztow, takie jak Granthama, Miyaty czy MJ, maja charakter uogélnien
—nie oddajg w pelni ztozonych zaleznosci, na przyktad specyficznych oddzialywan w
okreslonych rodzinach bialek czy lokalnych warunkow srodowiska komorkowego (Grantham,
1974), (Miyata i in., 1979), (Miyazawa i Jernigan, 1999), (Tsai i in., 1999). W analizach nie
uwzgledniono tez szeregu czynnikow towarzyszacych, takich jak dynamika tRNA, recykling i
zatrzymania rybosomow, stabilnos¢ transkryptow czy budowa regionow 5’UTR, ktore moga
w istotny sposob modyfikowaé dziatanie selekcji (Plotkin i Kudla, 2011), (Hershberg i Petrov,
2008). Empiryczna walidacja opiera si¢ na ograniczonej grupie taksonow, dlatego
przenoszenie wnioskdw na inne organizmy o bardziej ztozonej lub nietypowej biologii
wymaga duzej ostroznosci (Muto i Osawa, 1987), (Perna i Kocher, 1995). Dodatkowg
trudno$¢ stanowi fakt, ze mechanizm gBGC zwigzany z rekombinacja moze nasladowac
dziatanie doboru naturalnego 1 w istotny sposob znieksztalca¢ wnioski, jesli nie zostanie
jawnie uwzglgdniony w modelu (Duret i Arndt, 2008), (Duret i Galtier, 2009), (Lesecque i in.,
2013), (Glémin i in., 2015).

5.4. Kierunki dalszych badan

Mozliwe kierunki dalszych badan obejmuja kilka kierunkow. Po pierwsze, warto
rozwija¢ modele, ktore tacza model UNREST z selekcja, a dodatkowo uwzgledniaja
komponent gBGC oraz kontekst dwunukleotydowy, pozwalajac takze na uchwycenie
heterogenicznosci miedzygenowej (Rodrigue i in., 2010), (YYang, 2006), (Duret i Arndt,
2008). Drugim obszarem jest ekspansja taksonomiczna: analizy powinny obja¢ szerokie
panele eukariontéw i prokariontdéw o zréznicowanych strategiach zyciowych i r6znych
sktadach GC, a takze uwzglednia¢ poréwnania populacyjne, co umozliwi wnioskowanie o
dynamice zmian w skali gatunkowej (Lynch, 2010), (Lynch i in., 2016) . Rownolegle
wskazane jest wigczenie warstwy translacyjnej — jawne modelowanie dostepnosci tRNA, pauz
elongacyjnych czy stabilno§ci mRNA pozwolitoby ilosciowo rozdzieli¢ selekcje¢
aminokwasowa od selekcji translacyjnej (Sharp i Li, 1986), (Plotkin i Kudla, 2011),
(Hershberg i Petrov, 2008). Szczegdlnie obiecujacy jest tez kierunek badan nad kodami
niejednoznacznymi 1 alternatywnymi: umozliwia to testowanie hipotez o minimalizacji
btedow w liniach, w ktorych zaszly zmiany przypisania, w tym badania warunkowo
zaleznego odczytu kodonow stop/aminokwas (Swart i in., 2016), (Zahonova i in., 2016),

(Johnson i in., 2011) . Wreszcie, waznym wyzwaniem pozostaje ocena optymalnosci
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informacyjnej, czyli bilansowania kompromisu migdzy wtasciwosciami kanatu szumnego a
stabilnoscig biatek, co od lat stanowi jeden z kluczowych punktow odniesienia w badaniach

nad strukturg kodu genetycznego (Tlusty, 2007), (Freeland i Hurst, 1998), (Gilis i in., 2001)

5.5. Implikacje praktyczne

Dla bioinformatyki i genomiki oznacza to konieczno$¢ wprowadzenia do narzedzi
predykcyjnych dodatkowych warstw — takich, ktore beda uwzgledniaty chemiczno-fizyczne
koszty substytucji aminokwasowych. Istotne staje si¢ rozwijanie modeli, ktore przy
prognozowaniu uzycia kodonow, pozioméw ekspresji czy schematow substytucji
uwzgledniajg nie tylko tto mutacyjne i dopasowanie do tRNA, lecz takze bezposrednie koszty
aminokwasowe (Rodrigue i in., 2010), (Btazej i in., 2017). Z kolei w inzynierii genetycznej
wybdr synonimicznych kodonéw powinien by¢ prowadzony tak, aby ograniczac
prawdopodobienstwo powstawania kodonéw stop lub zmian chemicznie radykalnych, co
zwicksza stabilno$¢ i niezawodno$¢ konstruowanych sekwencji (Schmid i Flegel, 2011), (Ho i
Hurst, 2022). Réwnie obiecujacym kierunkiem jest projektowanie syntetycznych wariantow
kodu genetycznego, w ktorych dzigki odpowiednim zmianom przypisan kodonow do
aminokwaséw mozna zmniejszy¢ koszt bledow i1 poprawic tolerancje na mutacje, co wpisuje
si¢ w szersze koncepcje optymalnosci kodu (Freeland i Hurst, 1998), (Freeland i in., 2000),
(Btazej i in., 2019).

6. Wnioski

e Seclekcja aminokwasowa w sposob systematyczny rownowazy presje mutacyjne, co
przejawia si¢ w wyraznych zalezno$ciach migdzy sktadem nukleotydowym a sitg
selekcji me (F4%).

e Analiza pojedynczych nukleotydow (A, T, G, C) wskazuje na charakterystyczne
profile ich wptywu: adenina i tymina sprzyjaja wzrostowi sity selekcji, natomiast
cytozyna i guanina wykazuja przebiegi nieliniowe, z dwoma maksimami i minimum
przy warto$ciach posrednich.

e Frakcje ztozone (AT, GC, pirymidyny, puryny) ujawniaja wzorce selekcji odmienne
od obserwowanych dla pojedynczych nukleotydéw, co dowodzi, ze rownowaga

mutacyjno-selekcyjna nie jest prosta sumg efektow czastkowych. Szczegolnie wyrazne
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réznice wystepuja migdzy uktadami bogatymi w AT 1 GC, a takze migdzy purynami i
pirymidynami, co podkresla znaczenie wtasciwosci chemicznych i strukturalnych grup
nukleotydowych.

Alternatywne kody genetyczne istotnie modyfikujg zaréwno kierunek, jak i
intensywnos$¢ selekcji. Najsilniejsze efekty obserwuje si¢ w kodach eliminujacych lub
redystrybuujacych kodony stop, co wzmacnia sp6jnos¢ blokéw aminokwasowych i
zmniejsza ryzyko mutacji letalnych.

Analizy statystyczne ujawnily istotne réznice mi¢dzy kodami genetycznymi —
zarowno w wartosciach srednich FE;*%*, jak i w rozktadach odchylen. Potwierdza to
kluczowa rolg struktury kodu w ksztattowaniu $ladu selekcyjnego w profilach
uzywalnosci kodonow.

Poréwnanie macierzy selekcyjnych opisujacych rézne wlasciwosci aminokwasow
(m.in. polarno$¢, objetosé, helikalno$é, strukture drugorzedowa) pokazuje, ze
szczegblowy obraz selekcji zalezy od przyjetego kryterium biochemicznego, jednak
we wszystkich przypadkach utrzymuje si¢ ogolna tendencja do wzmacniania
odpornos$ci kodu na mutacje.

Analizy rzeczywistych genomow potwierdzity wyniki uzyskane w symulacjach
opartych na rozkladach Dirichleta. Profile uzywalnosci kodonéw w organizmach
naturalnych odzwierciedlajg kompromis pomiedzy presja mutacyjng a selekcja
aminokwasowa, co wskazuje na adekwatnos¢ modelu Dirichleta, jako przyblizenia

rzeczywistego tla mutacyjnego.
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