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Streszczenie 
 

Rozprawa doktorska dotyczy wzajemnego oddziaływania presji mutacyjnej i selekcji 

na poziomie aminokwasowym w kształtowaniu używalności kodonów synonimicznych w 

standardowym i alternatywnych kodach genetycznych.  

Celem pracy było zbadanie wpływu selekcji na poziomie aminokwasowym na używalność 

kodonów synonimicznych przy użyciu różnych macierzy selekcyjnych, aby zbadać jakie 

właściwości fizykochemiczne aminokwasów są istotniejsze w procesie selekcji. Analizy 

poszerzono o alternatywne kody genetyczne aby przeanalizować jak struktura przypisań 

kodonów do aminokwasów wpływa na siłę selekcji oraz sprawdzić czy struktura kodów 

genetycznych może istotnie wpływać na presję selekcyjną na poziomie aminokwasowym 

kształtującą używalność kodonów synonimicznych. W tym celu stworzono model 

symulacyjny oparty na procesie Markowa typu UNREST, który – w przeciwieństwie do 

modeli odwracalnych w czasie ( time-reversible) – pozwala na uchwycenie asymetrii 

mutacyjnych i selekcyjnych. Podjęto też próbę oszacowania siły selekcji na poziomie 

aminokwasowym dla rzeczywistych genomów. Rozkłady stacjonarne zostały generowane z 
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rozkładów Dirichleta. Uzyskane wyniki wskazują, że selekcja aminokwasowa modyfikuje 

używalność kodonów, powodując odchylenie od wartości przewidywanych wyłącznie na 

podstawie presji mutacyjnej.  Ogranicza ona zwłaszcza powstawanie kodonów 

nonsensownych i mutacji prowadzących do radykalnych zmian chemicznych reszt 

białkowych.  Wykazano, że skład nukleotydowy w istotny sposób modyfikuje siłę działania 

selekcji: przewaga adeniny i tyminy zwiększa wpływ selekcji na poziomie aminokwasowym 

na używalność kodonów synonimicznych, gdyż kodony AT częściej ulegają mutacjom do 

kodonów stop, natomiast bogactwo w cytozynę i guaninę osłabia presję selekcyjną, 

zapewniając bardziej konserwatywne możliwości substytucji. Przeprowadzone analizy 

wykazały także, że alternatywne kody genetyczne, w których kodony stop zostały przypisane 

do aminokwasów, charakteryzują się większą spójnością bloków kodon–aminokwas oraz 

mniejszym prawdopodobieństwem mutacji letalnych. Dodatkowo praca obejmuje analizy 

rzeczywistych genomów (Escherichia coli, Thermus thermophilus, Plasmodium falciparum), 

których wyniki wskazują na udział selekcji aminokwasowej w kształtowaniu używalności 

kodonów i pozostają w zgodzie z wynikami uzyskanymi w symulacjach komputerowych.  

Rozkłady kodonów w genomach bakteryjnych odzwierciedlają kompromis pomiędzy 

wpływem mutacji a selekcją na poziomie aminokwasowym.  Stwierdzono, że zjawisko to nie 

jest wyłącznie efektem adaptacji translacyjnej, lecz obejmuje również mechanizmy unikania 

mutacji prowadzących do radykalnych zmian w strukturze białek. 
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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. 
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Wstęp 

Różna używalność kodonów synonimicznych od dawna stanowi jedno z centralnych 

zagadnień w badaniach nad ewolucją molekularną. Wiadomo, że profil częstości kodonów nie 

wynika wyłącznie z presji mutacyjnej, kształtującej skład nukleotydowy genomów, ale 

odzwierciedla także działanie selekcji, w tym selekcji na poziomie różnic we właściwościach 

aminokwasów. W niniejszej rozprawie podjęto próbę zrozumienia, jak oba te procesy 

współdziałają i w jakim stopniu mogą kształtować używalność kodonów synonimicznych w 

standardowym i alternatywnych wariantach kodu genetycznego. 

Tło teoretyczne tej problematyki zostało zarysowane w rozdziale pierwszym, gdzie 

opisano historię odkrycia kodu genetycznego, jego degenerację oraz najważniejsze koncepcje 

tłumaczące zjawisko różnej używalności kodonów synonimicznych, a także omówiono 

znaczenie alternatywnych kodów genetycznych jako naturalnego laboratorium ewolucyjnego. 

Następnie, w rozdziale drugim, przedstawiono cele pracy, koncentrujące się na ocenie 

wpływu selekcji aminokwasowej na używalność kodonów w zależności od struktury kodu i 

właściwości fizykochemicznych, na których opierają się macierze selekcyjne. 

Podstawy metodologiczne omówiono w rozdziale trzecim. Szczegółowo opisano tam 

model mutacyjno-selekcyjny oparty na procesie UNREST, sposób losowania rozkładów 

stacjonarnych przy użyciu rozkładu Dirichleta, a także charakterystykę wykorzystanych 

macierzy kosztów aminokwasowych i zestaw analizowanych kodów genetycznych. 

Rezultaty badań zaprezentowano w rozdziale czwartym, gdzie przedstawiono 

zależności między udziałem poszczególnych nukleotydów a siłą selekcji, porównano 

działanie selekcji przy użyciu zestawu macierzy kosztów aminokwasowych, w kodzie 

standardowym i kodach alternatywnych oraz zestawiono przewidywania modelowe z danymi 

empirycznymi pochodzącymi z genomów Escherichia coli, Thermus thermophilus i 

Plasmodium falciparum. 

Interpretację uzyskanych wyników zawiera rozdział piąty, w którym odniesiono je do 

dotychczasowej wiedzy z zakresu ewolucji kodu genetycznego, teorii minimalizacji błędów i 

mechanizmów selekcyjnych, wskazując jednocześnie ograniczenia przyjętego podejścia i 

możliwe kierunki dalszych badań. Pracę zamyka rozdział szósty, w którym w syntetycznej 

formie podsumowano najważniejsze wnioski, podkreślając istotny udział selekcji 

aminokwasowej w kształtowaniu używalności kodonów oraz uwarunkowania modulujące ten 

efekt. 
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1. Wprowadzenie 
 

Rozdział ten przedstawia rozwój wiedzy o informacji genetycznej, od badań 

Grzegorza Mendla nad dziedziczeniem i późniejszych potwierdzeń jego praw, poprzez 

odkrycie DNA, jako nośnika informacji genetycznej, aż po rozszyfrowanie struktury 

podwójnej helisy i trójkowego charakteru kodu genetycznego. Omówiono w nim standardowy 

kod genetyczny, zasady jego organizacji i degeneracji, a także rolę kodonów synonimicznych. 

Szczególną uwagę poświęcono zjawisku różnej używalności kodonów, które kształtowane 

jest przez presję mutacyjną i selekcję, szczególny nacisk położony na selekcję na poziomie 

aminokwasowym, ograniczającą użycie kodonów mogących łatwo mutować w kodony stop 

lub do aminokwasów, które prowadziłyby do radykalnych zmian właściwości białek. W 

rozdziale zaprezentowano także teorie wyjaśniające powstawanie alternatywnych kodów 

genetycznych oraz przykłady ich występowania. 

1.1 Informacja genetyczna i DNA 
 

Ludzkość od dawna interesowało, jak cechy są dziedziczone. Grzegorz Mendel 

rozpoczął swoje badania nad dziedziczeniem w grochu zwyczajnym (Pisum sativum) już w 

1856 roku, prowadząc eksperymenty, które trwały do 1863 roku. Swoje wyniki opublikował 

później w 1865 roku w pracy zatytułowanej: „Versuche über Pflanzenhybriden” 

(‖Doświadczenia nad hybrydami roślin‖) (Mendel, 1866). Choć Mendel odkrył prawa 

dziedziczenia w tym okresie, to ich znaczenie zostało w pełni docenione dopiero około 1900 

roku. W 1900 roku Hugo de Vriesa, Carla Corrensa i Ericha von Tschermaka niezależnie 

potwierdzili prawa dziedziczenia Mendla (Lenay, 2000), (Correns, 1924), (Simunek i in., 

2012).  Bateson rozszerzył badania nad dziedziczeniem o zwierzęta i przyczynił się do 

wyodrębnienia genetyki jako oddzielnego obszaru nauki oraz udowodnił, że prawa Mendla są 

uniwersalne dla wszystkich organizmów (Bateson i Saunders, 1902).  

Zrodziło się pytanie, jaki jest nośnik informacji genetycznej. W 1928 Frederick 

Griffith przeprowadził eksperyment, który miał ogromny wpływ na rozwój nauki o 

dziedziczeniu. Jego celem było zbadanie, czy można przenieść cechy genetyczne z jednej 

bakterii na inną. Griffith przeprowadził eksperyment, w którym użył dwóch szczepów bakterii 
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Streptococcus pneumoniae, jeden wywołujący chorobę S oraz drugi, bezpieczny i 

niewywołujący choroby R. Każdy z nich oddzielnie, a następnie zmieszane martwe bakterie 

szczepu S z żywymi szczepu R podał myszom. Obecność martwych zjadliwych bakterii w 

połączeniu z żywym niezjadliwym szczepem spowodowało śmierć myszy. Eksperyment ten 

wykazał, że materiał genetyczny z martwych bakterii S został przekazany żywym szczepom 

R, przekształcając je w patogenne szczepy S, co było kluczowym odkryciem w zrozumieniu 

mechanizmów dziedziczenia i transformacji genetycznej (Griffith, 1928). 

Hipotezę, że jakaś cząsteczka chemiczna musi być nośnikiem informacji, jako 

pierwszy wysnuł Schrödinger w roku 1943 (Schrödinger, 1944). W swoim słynnym eseju z 

1943 roku pt. „What Is Life?‖, poruszył kwestie związane z nośnikami informacji genetycznej 

oraz możliwości ich zrozumienia na poziomie fizycznym i chemicznym. W tym dziele 

Schrödinger zasugerował, że genetyczna informacja musi być przechowywana w jakiejś 

formie uporządkowanej struktury, co później doprowadziło do rozwoju genetyki 

molekularnej. Schrödinger w swoim artykule wyraził przekonanie, że tajemnica dziedziczenia 

jest zakodowana w strukturze materii, co stanowiło inspirację dla późniejszych badań nad 

strukturą DNA. Podkreślił on, że nośnik informacji musi być trwały i zdolny do replikacji, co 

w kontekście DNA okazało się być kluczową cechą tej cząsteczki (Schrödinger, 1944). 

Oswald Avery, Colina MacLeoda i Maclyna McCarty (1944) sformułowali, jako 

pierwsi hipotezę, że DNA może być nośnikiem informacji.  W 1944 Oswald Avery, Maclyn 

McCarty i Colin MacLeod przeprowadzili eksperyment podobny do doświadczenia, które 

przeprowadził Griffth. Wyniki ich badań obaliły wcześniejsze przekonania o dominacji 

białek, jako materiału genetycznego (Levene, 1919) i stanowiły kluczowy krok w kierunku 

zrozumienia, jak dziedziczone są cechy organizmów (Avery i in., 1944). Poddali oni bakterie 

pneumokoków działaniu enzymów proteazy, lipazy oraz nukleazy, które rozkładały różne 

składniki komórkowe. Wykazali, że enzymy degradujące DNA (np. deoksyrybonukleaza) 

uniemożliwiały transformację bakterii pneumokokowych, co dowodziło, że to DNA jest 

nośnikiem informacji genetycznej, a nie białko (Avery i in., 1944) To odkrycie stanowiło 

fundament dla późniejszych badań, które potwierdziły, że DNA pełni funkcję głównego 

nośnika informacji genetycznej w organizmach żywych. 

Następnie pojawiło się pytanie, w jaki sposób informacje są przechowywane w DNA. 

Chociaż eksperymenty potwierdziły, że DNA pełni funkcję nośnika informacji, to nadal nie 

było jasne, w jaki dokładnie sposób ta informacja jest kodowana i utrzymywana w tej 

cząsteczce. W związku z tym wysnuto wiele różnych koncepcji i teorii na temat mechanizmu 

11:22810



12 
 
 

zapisu informacji genetycznej w DNA. Naukowcy zaczęli zgłębiać temat, jak konkretne 

sekwencje nukleotydów mogą odzwierciedlać instrukcje potrzebne do budowy i 

funkcjonowania organizmów, co stanowiło pierwszy krok ku lepszemu zrozumieniu natury 

kodowania genetycznego. 

W latach 50. XX wieku, badania nad strukturą DNA i funkcją genów sugerowały, że 

informacja jest przekazywana przez sekwencje nukleotydów, lecz nie było jeszcze jasne, jak 

dokładnie ta informacja jest kodowana (Crick i in., 1976). Pojawiały się różne koncepcje o 

kodzie genetycznym, m. in. o kodzie dwunukleotydowym, czyli o systemie kodowania 

informacji, w którym każdy element informacji (aminokwas w sekwencji białka) jest 

reprezentowany przez parę nukleotydów w DNA lub RNA. Jednak te teorie nie były szeroko 

akceptowane, ponieważ nie tłumaczyły pełnej złożoności informacji genetycznej (Roberts, 

1962). Przed pełnym zrozumieniem kodu trójkowego rozważano także modele kodu 

wielonukleotydowego, na przykład pięcionukleotydowego, który zakładał, że informacje są 

kodowane przez dłuższe fragmenty nukleotydów. Jednak brakowało wtedy dowodów 

empirycznych na ten temat, (Crick, i in., 1976). Pierwsze hipotezy o kodzie 

trójnukleotydowym pojawiły się pod koniec lat 50. XX wieku i były rozwijane w kolejnej 

dekadzie, w latach 60 (Nirenberg i Matthaei, 1961). 

Odkrycie struktury DNA w 1953 roku przez Jamesa Watsona i Francisa Cricka było 

kluczowe dla późniejszych badań o kodzie genetycznym (Watson i Crick, 1953).  

1.2 Standardowy kod genetyczny 
 

Potwierdzenie, że triplety nukleotydowe są wykorzystywane do kodowania 

aminokwasów implikowało kolejne pytanie o budowę kodu genetycznego. Trzy pozycje 

kodonu obsadzane przez cztery nukleotydy dają 64 możliwe kombinacje, lecz początkowo nie 

było jasne, ile aminokwasów jest kodowanych przez standardowy kod genetyczny. Pierwsze 

próby określenia liczby kodowanych aminokwasów opierały się na ograniczonej dostępnej 

wiedzy o strukturze kodu genetycznego oraz na analizie możliwych kombinacji kodonów 

(Nirenberg i Matthaei, 1961). Har Gobind Khorana, współpracując z Marshall’em 

Nirenberg’iem, odegrał kluczową rolę w rozszyfrowaniu kodu genetycznego, szczególnie w 

identyfikacji kodonów odpowiadających różnym aminokwasom. Opracowanie metody 

syntezy sztucznych mRNA, umożliwiło dokładne przypisanie kodonów do konkretnych 

aminokwasów. Marshall Nirenberg i J. Heinrich Matthaei w 1961 roku przeprowadzili 
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eksperymenty, które wykazały, że trzy nukleotydy (kodon) kodują pojedynczy aminokwas. 

Wykorzystali system bezkomórkowy do przetłumaczenia sekwencji poliuracylowego RNA. 

Zaobserwowali, że zsyntetyzowany przez nich polipeptyd składał się wyłącznie z 

aminokwasu fenyloalaniny. W ten sposób wywnioskowali, że kodon UUU określa 

aminokwas fenyloalaninę. To był przełom, który potwierdził koncepcję trójkowego kodu 

genetycznego i stanowił kluczowy krok w zrozumieniu, jak informacja genetyczna jest 

zapisywana w DNA (Nirenberg i Matthaei, 1961). Kolejne eksperymenty z poly-RNA 

pomogły ustalić powiązania między kodonami a aminokwasami, które kodują. AAA określał 

aminokwas lizynę, a kodon CCC aminokwas prolinę (Gardner i in., 1962). Her Gobind 

Khorana odkrył 51 przypisań kodonów do aminokwasów (Khorana i in., 1966). Ostatecznie 

ustalono, że standardowy kod genetyczny koduje 20 aminokwasów (Khorana, 1968). Okazało 

się, że trzy kodony nie kodują żadnego aminokwasu. Pierwszy zidentyfikowany kodon stop to 

UAG, został on nazwany przez odkrywców Richarda Epstein’a i Charlesa Steinberg’a 

„Amber‖ (bursztyn) na cześć ich przyjaciela Harrisa Bernsteina, którego nazwisko oznacza 

„bursztyn‖ w języku niemieckim. Kodon UAA nazwano „ochre‖, a kodon UGA „opal‖, aby 

zachować motyw „nazw kamieni szlachetnych‖. Kodony stop są również nazywane kodonami 

„terminacyjnymi‖ lub „nonsensownymi‖. Sygnalizują one uwalnianie nowo powstałego 

polipeptydu z rybosomu, ponieważ żaden pokrewny tRNA nie ma antykodonów 

komplementarnych do tych sygnałów stop, co pozwala czynnikowi uwalniającemu związać 

się z rybosomem (Brenner i Kaplan, 1965), (Brenner i in., 1967) . Wszystkie te odkrycia 

przyczyniły się do rozszyfrowania kodu genetycznego, które nastąpiło w latach 1961-1966. 

Prace Khorana, Kornberg’a, Nirenberg’a, Brenner’a przyczyniły się do ustalenia tabeli 

kodu genetycznego, stanowiącej podstawę dla zrozumienia, jak informacja genetyczna jest 

tłumaczona na białka (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 różnią się liczbą kodonów, które je reprezentują. Kodony kodujące ten 

sam aminokwas są nazywane kodonami synonimicznymi. Największą grupę stanowią 

aminokwasy kodowane przez dwa kodony, do których należą 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, GAG) oraz cysteina (UGU, UGC). Izoleucyna należy do wyjątków i posiada trzy 

kodony (AUU, AUC, AUA). Pięć aminokwasów 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 są przez sześć kodonów – leucyna (UUA, UUG, CUU, 

CUC, CUA, CUG), seryna (UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC) i arginina (CGU, CGC, 

CGA, CGG, AGA, AGG). Wyjątkami są metionina (AUG), będąca równocześnie kodonem 

start, oraz tryptofan (UGG), które posiadają tylko po jednym kodonie. Ponadto w kodzie 

występują trzy kodony stop (UAA, UAG, UGA), pełniące funkcję sygnałów terminacji 

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

 

Figura 1. Grafika przedstawia standardowy kod genetyczny w formie koła, w którym odczyt 

kodonów przebiega od centrum-koniec 5’ (pierwsza pozycja nukleotydu) ku zewnętrznym 

pierścieniom (druga i trzecia pozycja) do końca 3’. Każdy z 64 możliwych kodonów 

trójkowych przyporządkowany jest do jednego z 20 aminokwasów lub do sygnału terminacji 
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translacji (kodony stop: UAA, UAG, UGA). Kodon AUG pełni podwójną funkcję – koduje 

metioninę i wyznacza początek translacji. Widoczna jest degeneracja kodu, czyli obecność 

wielu kodonów synonimicznych dla większości aminokwasów (np. sześć dla leucyny, cztery 

dla glicyny), podczas gdy metionina i tryptofan mają po jednym kodonie. Schemat ten 

ilustruje zasady przypisania kodonów do aminokwasów w standardowym kodzie 

genetycznym i jest podstawą zrozumienia procesu translacji. Grafika Autorstwa Mouagip - 

Codons aminoacids table.png, Domena publiczna, 

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

1.3 Używalnośd kodonów synonimicznych  
 

Początkowo po rozszyfrowaniu kodu genetycznego sądzono, że kodony synonimiczne 

kodują ten sam aminokwas, toteż nie powinny mieć wpływu na syntezę białka i będą 

występować w równej ilości. Jednak obserwacje pokazały, że ta hipoteza była błędna i 

obserwujemy różną używalność kodonów synonimicznych (Parvathy i in.,2022). W 

genomach zarówno prokariotycznych jak i eukariotycznych obserwuje się preferencje do 

używania pewnych kodonów jednocześnie unikając innych. Zjawisko to występuję zarówno 

w obrębie całego genomu jak i pojedynczych genów (Plotkin i Kudla, 2011). Jako przykład 

można podać genomy Escheria Coli, Saccharomyces cerevisiae czy Drosophila 

Melanogaster, które są organizmami modelowymi. Badania wskazują, że u Escherichia coli 

synonimiczne kodony nie są wykorzystywane przypadkowo. W genach o wysokiej ekspresji 

częściej występują te kodony, które odpowiadają najliczniejszym cząsteczkom tRNA, co 

zwiększa wydajność translacji, podczas gdy geny o niskiej ekspresji częściej zawierają 

kodony rzadkie (Plotkin i Kudla, 2011). Dodatkowo preferencje te zależą od lokalnej 

zawartości nukleotydowej: kodony zakończone G lub C są częściej używane w regionach o 

wyższej zawartości GC, natomiast kodony kończące się na AT dominują tam, gdzie genom 

jest bardziej bogaty AT, genom E.coli zawiera około 51% GC (Plotkin i Kudla, 2011), 

(Novoa i in., 2019). U S.cerevisiae , których genom zawiera około 38% GC, także wykazano, 

że zarówno poziom ekspresji genów jak i specyficzny wzór procentowego składu GC 

wpływają na odchylenie w używalności kodonów synonimicznych. Obserwuje się częste 

występowanie kodonów zakończonych GC w genach o wysokiej ekspresji, mimo że genom 

globalnie jest względnie bogaty w AT, co sugeruje działania selekcji wspierane przez 

mutacyjne preferencje związane ze składem nukleotydowym (Plotkin i Kudla, 2011), 
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(Parvathy i in.,2022). W przypadku organizmów wielokomórkowych, takich jak Drosophila 

melanogaster, której genom zawiera około 42% GC, dodatkowo zaobserwowano, że 

preferowane są kodony kończące się na G lub C, zwłaszcza w genach o wysokiej ekspresji 

oraz w regionach o wysokiej rekombinacji, co wskazuje na współdziałanie selekcji i mutacji 

(Plotkin i Kudla, 2011), (Vicario i Powell, 2007). W trzech organizmach modelowych różna 

używalność kodonów synonimicznych wynika z połączenia wpływów, takich jak dostępność 

tRNA, presja mutacyjna kształtująca proporcje AT i GC oraz procesy selekcyjne i neutralne 

(Sharp i Le, 1986), (Kliman i Hey, 1994).  

W literaturze spotykamy dwie główne hipotezy próbujące wyjaśnić różną używalność 

kodonów synonimicznych: hipoteza mutacyjna i hipoteza selekcyjna (Iriarte i in.,2021), 

(Parvathy i in.,2022). (Plotkin i Kudla, 2011). Hipoteza mutacyjna zakłada, że wzór 

używalności kodonów synonimicznych odzwierciedla presje mutacyjną w genomie (Sueoka, 

1993). Przesłanki za hipotezą mutacyjną dotyczącą wpływu mutacji na wzór używalności 

kodonów w genomie są następujące. Po pierwsze, w wielu organizmach zaobserwowano 

różną używalność kodonów CUB (Codon Usage Bias), sugerując, że czynniki mutacyjne, a 

nie tylko optymalizacja translacji, wpływają na wybór kodonów (Powell i Moriyama, 1997).  

Po drugie, mutacje — substytucje, insercje, i delecje — są podstawowym źródłem zmienności 

genetycznej, modyfikującym skład sekwencji DNA i tym samym częstość użycia 

poszczególnych kodonów (Lynch, 2010). Warto również podkreślić, że mutacje nie występują 

równomiernie we wszystkich regionach i typach zasad, co jest związane z preferencjami w 

mutacjach np. GC→AT czy innymi wzorcami, wpływającymi na lokalny skład kodonów 

(McShea i in.,2025), (Kliman i Hey, 1994), (Li i in.,2015). Różnorodność mutacji w różnych 

organizmach i środowiskach dodatkowo wyjaśnia zróżnicowane wzory użycia kodonów w 

genomach, a ich związki ze stabilnością struktury DNA i podatnością na mutacje wskazują na 

regionalne różnice w składzie kodonowym (Plotkin i Kudla, 2011). Podsumowując, powyższe 

przesłanki wskazują, że mutacje, ze względu na swoją nierównomierność i interakcję z 

procesami ewolucyjnymi, stanowią kluczowy czynnik kształtujący wzór używalności 

kodonów w genomie. Natomiast hipoteza selekcyjna zakłada, że różna używalność kodonów 

synonimicznych jest spowodowana przez pewne czynniki selekcyjne. Istnieją różne 

rozwinięcia hipotezy selekcyjnej, ale większość ogranicza się do wąskiego grona 

organizmów. Rozwinięcia hipotezy selekcyjnej to m.in. hipoteza wydajności translacyjnej, 

która jest obecnie najpopularniejszą koncepcją wyjaśniającą optymalizację kodonów 

synonimicznych, zakładającą, że ich wzór używalności jest dostosowany do dostępnej puli 
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naładowanych t-RNA, co zapewnia szybszą i bardziej efektywną translację. Tę pozytywną 

korelację zaobserwowano m.in. w genomach Drosophila melanogaster, Saccharomyces 

cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana czy Escherichia coli, choć w 

przypadku blisko 30% gatunków bakterii brak jest dowodów na działanie selekcji 

translacyjnej (Plotkin i Kudla, 2011). Wydajność translacji, jej regulacja przez ilość 

przyłączanych rybosomów oraz tempo ich progresji stanowią szybką drogę do zmiany ilości 

peptydów w komórce (Webster, 2025). Dodatkowo, zawartość GC w genomie wpływa na 

wydajność translacji. U bakterii wysoka zawartość par GC często ogranicza jej efektywność 

ze względu na obecność trzech wiązań wodorowych stabilizujących te pary zasad, co utrudnia 

rozplatanie nici i wydłuża czas potrzebny do otwarcia struktury. W przeciwieństwie do tego, 

pary AT, utrzymywane jedynie przez dwa wiązania wodorowe, są mniej stabilne, co ułatwia 

lokalne rozwijanie dwuniciowej helisy i sprzyja sprawniejszemu przebiegowi procesu 

translacji. Unikanie dużej zawartości GC może być związane z koniecznością szybkiej 

replikacji genomu bakterii, z kolei u ssaków obserwuje się często duży udział GC (Plotkin i 

Kudla, 2011). Wpływ na wzór użycia kodonów synonimicznych mają także procesy obróbki 

potranskrypcyjnej, takie jak rozpoznawanie motywów przez micro-RNA, pauzy rybosomów 

konieczne dla prawidłowego fałdowania białek czy modyfikacje, np. przyłączanie ubikwityny 

czy rozpoznawanie granicy egzon-intron przez spliceosom (Plotkin i Kudla, 2011). Selekcja 

działa także przeciwko silnej strukturze 5’UTR mRNA, ponieważ wysoka zawartość GC w 

tym regionie hamuje inicjację translacji poprzez utrudnienie przyłączenia rybosomów, ze 

względu na wiązanie potrójne między guaniną a cytozyną, które jest silniejsze niż wiązania 

podwójne w przypadku tyminy i adeniny. Ponadto, rampa słabo dopasowanych kodonów w 

początkowej sekwencji genu, szczególnie w pierwszych 90-150 nukleotydach, spowalnia 

elongację, co zapobiega zatorom rybosomalnym i kolizjom, które mogą doprowadzić do 

odłączenie rybosomu, a jednocześnie jest powiązana z krótszym okresem półtrwania mRNA 

(Plotkin i Kudla, 2011). Hipoteza recyklingu t-RNA wyjaśnia, że po dostarczeniu 

aminokwasu do rybosomu, t-RNA może być ponownie wykorzystywana do transportu 

kolejnych aminokwasów, co sprzyja energetycznej wydajności i powoduje, że w obrębie genu 

występują te same kodony, co ułatwia recykling tych cząsteczek (Plotkin i Kudla, 2011). 

Hipoteza stabilności strukturalnej mRNA (mRNA stability hypothesis) zakłada, że 

preferencja dla określonych kodonów może wynikać z ich wpływu na strukturę i stabilność 

mRNA. Kodony sprzyjające stabilniejszym strukturom mogą być wybierane, aby zwiększyć 

czas życia mRNA i efektywność translacji (Plotkin i Kudla, 2011). Z kolei hipoteza 
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równowagi między kosztami energetycznymi a efektywnością (cost-efficiency hypothesis) 

podkreśla, że wybór kodonów zależy od kosztów energetycznych związanych z ich użyciem, 

a preferowane są kodony mniej kosztowne energetycznie do wytworzenia lub bardziej 

efektywne w translacji, co wpływa na zróżnicowanie ich użycia (Hershberg i Petrov, 2008). 

Hipoteza efektu genetycznego dryfu (Genetic Drift Hypothesis) podkreśla, że w małych 

populacjach zmiany w używalności kodonów mogą być przypadkowe i wynikać z dryfu 

genetycznego, a nie z selekcji, co ma szczególne znaczenie w populacjach o niewielkiej 

liczbie osobników lub genach o niskiej ekspresji (Lynch i in., 2016), (Bulmer, 1987), 

(Bulmer, 1991).  Postawiona została też hipoteza wpływu selekcji na poziomie 

aminokwasowym, która łączy procesy mutacyjne i selekcje (Błażej i in.,2017), (Morton, 

2001). W analizach Mortona (2001) wykazano, że w genomach plastydowych obserwuje się 

wyraźne unikanie określonych kodonów synonimicznych. Morton w swoich badaniach 

doszedł do wniosku, że zjawisko to dotyczy w większości przypadków kodonów kończących 

się cytozyną w rodzinach podwójnie zdegenerowanych, tj. aminokwasach posiadających tylko 

2 kodony synonimiczne, Morton zaobserwował unikanie kodonów takich jak UUC (Phe), 

AAC (Asn), CAC (His), UAC (Tyr), GAC (Asp), GAG (Glu). Choć w modelach 

translacyjnych kodony zakończone na C bywają uważane za bardziej efektywne z powodu 

dostępności tRNA, w plastydach dominują kodony, które w trzeciej pozycji zawierają uracyl. 

Autor interpretuje to, jako wynik kombinacji selekcji na poziomie aminokwasów, asymetrii 

mutacyjnych (preferencja AT) oraz unikania mutacji prowadzących do kodonów 

terminacyjnych. Dodatkowo unikanie kodonów kończących się na cytozynę redukuje 

prawdopodobieństwo wystąpienia transwersji w trzeciej pozycji, które mogą generować 

kodony kodujące aminokwasy chemicznie odległe od pierwotnego, co zwiększa koszt takiej 

zmiany, ponieważ może zaburzyć właściwości powstałego peptydu i uniemożliwić mu 

pełnienie jego funkcji. W konsekwencji strategia ta ogranicza zarówno ryzyko powstawania 

letalnych mutacji stop, jak i minimalizuje możliwość radykalnych zmian w składzie 

aminokwasowym białek plastydowych. Hipoteza ta sugeruje, że organizmy unikają kodonów,  

które łatwo mogą przekształcić się w kodony stop lub kodony powiązane z aminokwasami 

odległymi chemicznie od pierwotnie kodowanego. Dobrym przykładem jest glicyna, która 

może być kodowana przez cztery kodony: GGA, GGU, GGC i GGG. Spośród nich tylko 

GGA może w wyniku pojedynczej mutacji w pierwszej pozycji zmienić się w kodon UGA, 

będący sygnałem stop (Fig. 2). Oznacza to, że jego użycie wiąże się z większym ryzykiem 

powstawania niepełnych białek w razie mutacji, dlatego zgodnie z hipotezą kodon ten 
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powinien być w genomach wykorzystywany rzadziej niż pozostałe kodony dla glicyny. 

Również szkodliwe będzie, gdy kodon zmutuje w innych kodon, który koduje aminokwas o 

skrajnie różnych właściwościach fizyko-chemicznych. Mutacje mogą zachodzić w wielu 

następujących po sobie krokach. W standardowym kodzie genetycznym istnieje cała grupa 

tzw. kodonów bliskich stop (near-stop codons), czyli takich, które mogą zostać 

przekształcone w kodon terminacyjny wskutek pojedynczej mutacji nukleotydowej. Należą 

do nich m.in. kodony kodujące lizynę (AAA, AAG), glutaminę (CAA, CAG), kwas 

glutaminowy (GAA, GAG), leucynę (UUA, UUG), serynę (UCA, UCG), tyrozynę (UAU, 

UAC), tryptofan (UGG), argininę (AGA, CGA), glicynę (GGA) oraz cysteinę (UGU). Każdy 

z tych kodonów może w wyniku zmiany jednego nukleotydu zostać przekształcony w kodon 

stop (UAA, UAG lub UGA). Kodon kodujący leucynę (UUA) może zmutować w dwa 

kodony stop przez pojedynczą mutacje tj. w (UGA) oraz (UAA), również kodon seryny 

(UCA) ma ryzyko mutacji do tych dwóch kodonów terminacyjnych, kodon (UGG), który 

koduje tryptofan może zmutować łatwo do (UGA) oraz (UAG). Hipoteza mutacyjna i 

selekcyjna nie wykluczają się wzajemnie. 
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Tabela 1.  Przedstawiająca tabele kodu genetycznego: kodony i odpowiadające im 

aminokwasy; poszczególne litery, odpowiadając odpowiednim nukleotydom: A-adenina, T-

Tymina. G-Guanina, C-Cytozyna. 

 

 

Morton (Morton, 2001) w swoich badaniach nad plastydami wykazał, że selekcja na 

poziomie aminokwasowym może wpływać pośrednio na skład synonimicznych miejsc 

kodujących, co może prowadzić do przeszacowania liczby genów, których używalność 

miałaby wynikać z selekcji na efektywność translacji. Nowsze badania przeprowadzone przez 

Błażeja i in. (2017)  poszerzają tę analizę poprzez zastosowanie symulacji mutacyjno-

selekcyjnych obejmujących ponad 3,5 miliarda procesów mutacyjnych. Wykazano, że 

selekcja na poziomie aminokwasów rzeczywiście może oddziaływać na użycie 

synonimicznych kodonów, zwłaszcza w genomach o wysokiej zawartości adeniny i tyminy 

lub w procesach mutacyjnych promujących puryny nad pirymidynami. Efekt ten zanika przy 

modelach symetrycznych, odwracalnych czasowo (time-reversible), co podkreśla znaczenie 

modelowania niestandardowych, ogólniejszych procesów mutacyjnych dla zrozumienia 
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dynamiki kształtującej różną używalność kodonów synonimicznych. Wnioski te sugerują, że 

wpływ selekcji aminokwasowej na użycie kodonów synonimicznych nie może być pomijany, 

zwłaszcza w organizmach bogatych w AT oraz, że wymaga ostrożniejszej interpretacji 

wyników opartych na klasycznych metodach adaptacji translacyjnej. Badania nad wpływem 

selekcji na poziomie aminokwasowym zostały przeprowadzone na organizmach używających 

tylko standardowego kodu genetycznego. Alternatywne kody genetyczne nie było badane pod 

tym kątem, została użyta tylko jedna macierz kosztów fizykochemicznych. 

1.4 Alternatywne kody genetyczne 
 

Alternatywne kody genetyczne będące modyfikacjami standardowego kodu 

genetycznego, umożliwiają różne interpretacje kodonów, występują też alternatywne kody 

genetyczne które posiadają więcej aminokwasów, np. selenocysteinę (Böck i in.,1991), 

(Stadtman, 1996) i pirolizynę (Krzycki, 2005),(Ibba i Söll, 2002). Odkrycie tych kodów 

poszerzyło rozumienie różnorodności biologicznej i ewolucji kodu. Ich pojawienie się wiąże 

się z ewolucją standardowego kodu genetycznego, którą można podzielić na fazę starożytną 

(an acient phase), przed rozdzieleniem domen: Bacteria, Archaea, Eukarya i fazę współczesną 

(a modern phase), w której powstało wiele wariantów kodów w określonych liniach, 

różniących się od standardowego kodu genetycznego. W fazie współczesnej, zmiany 

wynikały z delecji genów tRNA i zaniku kodonów, podczas gdy w fazie starożytnej selekcja 

zwiększała różnorodność aminokwasów, wprowadzając nowe do kodu. Ewolucja kodu 

genetycznego była ograniczana koniecznością unikania zakłóceń w procesie syntezy białka, 

które mogłyby wynikać ze zmiany przypisań kodonów w już istniejących genach (Sengupta i 

Higgs, 2015). Przyjmuje się, że obecny kod wywodzi się z prostszego kodu 

czterokolumnowego, w którym jako pierwsze zostały zakodowane aminokwasy: glicyna, 

alanina, asparaginian i walina (Sengupta i Higgs, 2015).W badaniach sugeruje się, że 

głównym mechanizmem powstawania alternatywnych kodów były mutacje, które 

powodowały zmiany w tRNA, umożliwiające przypisanie innemu aminokwasowi do tego 

samego kodonu (Hamashima i Kanai, 2013), (Keeling, 2016). 

Istnieją dwie główne teorie dotyczące powstawania alternatywnych kodów 

genetycznych poprzez zmianę przypisania kodonu do aminokwasu. Teoria „wychwytywania 

kodonów‖ opisuje, jak zmiany w zawartości zasad (np. zamiana A i T na G i C) mogą 

wpłynąć na wybór używanych kodonów. Skupia się głównie na trzeciej pozycji kodonu, gdzie 
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mutacje mogą przesuwać preferencje w używalności kodonów. W skrajnych przypadkach, 

jeden kodon może całkowicie zniknąć z sekwencji i przestać być rozpoznawany przez tRNA. 

Jeśli taki kodon pojawi się ponownie przez dryf genetyczny, może być odczytany jako inny 

kodon, co zmienia przypisany aminokwas. Degeneracja kodu pełni funkcję bufora, 

umożliwiając odczyt bez wpływu na końcowe białko i wspierając elastyczność ewolucyjną 

(Santos i in.,2004). Teoria „dwuznacznego pośredniego‖ opisuje ewolucję kodu genetycznego 

poprzez mutacje tRNA. Mutacja ta może spowodować, że nowe tRNA zacznie konkurować z 

istniejącym o odczytanie tego samego kodonu. W efekcie kodon staje się niejednoznaczny i 

może być odczytywany, jako dwa różne aminokwasy. Z czasem zanika stary tRNA, a nowe 

tRNA zaczyna wyłącznie odczytywać dany kodon jako inny aminokwas. Taki proces jest 

tolerowany i sprzyja stopniowej zmianie znaczenia kodonów. W efekcie, z czasem, kodony są 

coraz częściej odczytywane jako inne aminokwasy, co prowadzi do ewolucji kodu 

genetycznego (Santos i in.,2004). Niektóre alternatywne kody zawierają niejednoznaczne 

przypisania kodonów, np. dany kodon może kodować zarówno aminokwas jak i sygnał 

terminacji (Preer i in.,1985). Rozpoznanie takiego kodonu zależy od kontekstu 

nukleotydowego, co zaobserwowano u gatunku pasożytniczego Blastocrithidia, gdzie UGA 

został przypisany do tryptofanu, a UAG i UAA do glutaminianu, przy czym UAA i UAG 

mogą pełnić funkcję kodonów terminacyjnych (Záhonová  i in.,2016). U orzęsków odkryto 

kodowania z niejednoznacznymi przypisaniami kodonów stopów (Lozupone i in.,2001),  

(Swart i in.,2016), (Tourancheau i in., 1995). Elastyczność kodu mitochondrialnego została 

wykazana u orzęsków, które ponownie przypisują kodony stop do aminokwasów, tworząc 

różne warianty kodu (Záhonová  i in.,2016). U ludzi kodony AGA i AGG, które w 

uniwersalnym kodzie oznaczają argininę, są w mitochondriach czasami rozpoznawane jako 

kodony stop, co wymagało zmian w ewolucji mitochondrialnych rybosomów i tRNA 

(Temperley i in.,2010). Genom mitochondrialny u niektórych kręgowców wykazuje 

odchylenia od uniwersalnego kodu, obejmujące przekodowania i modyfikacje kodonów, np. 

przekodowania kodonów argininy do sygnałów terminacji translacji, co jest trudne do 

wyjaśnienia i wymaga specjalnych mechanizmów rozpoznawania (Temperley i in.,2010). 

Obecnie odkrywane są dalsze alternatywne kody genetyczne u organizmów zamieszkujących 

specyficzne środowiska. 
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2. Cele Pracy 

 

Celem niniejszych badań było określenie wpływu selekcji na poziomie 

aminokwasowym na używalność kodonów synonimicznych. W tym celu opracowano model 

komputerowy umożliwiający symulację presji selekcyjnej i mutacyjnej w rzeczywistych 

genomach, a następnie zweryfikowano hipotezę badawczą zarówno w odniesieniu do 

standardowego kodu genetycznego, jak i wybranych kodów alternatywnych. Analizy 

przeprowadzono z wykorzystaniem macierzy selekcyjnych opisujących różne właściwości 

aminokwasów oraz uzupełniono je o badania na rzeczywistych sekwencjach genomowych, co 

pozwoliło na wieloaspektową ocenę badanego zjawiska. 

3. Materiał i metody 
 

Celem rozdziału jest opisanie modeli matematycznych użytych w pracy, wyjaśnienie 

sposobu analizy procesów mutacyjnych i selekcyjnych, przedstawienie krótkiego rysu 

historycznego modeli substytucji, a następnie zaprezentowanie modelu symulacyjnego. 

Rozdział zawiera także opis użytych kodów genetycznych, macierzy selekcyjnych oraz 

genomów referencyjnych, które będą wykorzystane w dalszych analizach. 

 

3.1. Proces mutacji 

 

Mutacje stanowią pierwotne źródło zmienności genetycznej i w ujęciu ewolucyjnym 

definiowane są jako zmiany w sekwencji DNA powstające w wyniku błędów replikacyjnych, 

uszkodzeń chemicznych bądź działania czynników fizycznych. W kontekście modeli 

ewolucyjnych stosowanych do analizy różnej używalności kodonów synonimicznych mutacje 

ujmowane są jako substytucje nukleotydowe, obejmujące zarówno tranzycje (zamiany w 

obrębie puryn lub pirymidyn), jak i transwersje (zamiany pomiędzy puryną a pirymidyną). 

Zmiany te mogą być synonimiczne, czyli niepowodujące zmiany kodowanego aminokwasu, 

lub niesynonimiczne, skutkujące podstawieniem innego aminokwasu w białku. Choć mutacje 

synonimiczne są często traktowane jako neutralne, ich skumulowany efekt może prowadzić 

do zauważalnych przesunięć w częstościach kodonów oraz mogą dodatkowo podlegać 

pewnym rodzajom selekcji. W modelach ewolucyjnych stanowią one podstawowy 
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mechanizm napędzający zmienność, której skutki mogą być następnie modyfikowane przez 

selekcję.  

Aby modelować proces presji mutacyjnej odzwierciedlonej przez pojedyncze 

podstawienia nukleotydów, zastosowano jednorodny, stacjonarny oraz ciągły w czasie proces 

Markowa. Proces jest opisany macierzą intensywności przejść Q (Tab. 1). To podejście jest 

najczęściej stosowane przy opisie ewolucji sekwencji DNA (Yang, 1994), (Yang, 2006), 

(Yang i Nielsen, 2008). Założenie o stacjonarności tego procesu implikuje natychmiastową 

potrzebę określenia jego dokładnego rozkładu stacjonarnego. Jest to utrudnione, ponieważ 

czysty proces mutacji (bez selekcji) nie jest obserwowany. Dlatego w literaturze przyjmuje się 

dodatkowe założenia w celu jego estymacji. Jednym z rozwiązań jest analiza regionów 

międzygenowych, które traktuje się jako względnie neutralne, a ich skład nukleotydowy oraz 

kierunki podstawień pozwalają przybliżyć częstości stacjonarne, choć należy pamiętać, że 

nawet te obszary mogą podlegać selekcji (Hershberg i Petrov , 2010), (Hildebrand i in., 2010). 

Kolejne podejście opiera się na badaniu trzecich pozycji w kodonach synonimicznych, 

zwłaszcza w pozycjach czterokrotnie zdegenerowanych, gdzie zakłada się, że wpływ selekcji 

aminokwasowej jest minimalny, a obserwowany skład nukleotydowy stanowi przybliżony 

wskaźnik presji mutacyjnej (Sueoka, 1988), (Muto i Osawa, 1987). Innym sposobem jest 

wnioskowanie o rozkładzie stacjonarnym na podstawie globalnego składu genomowego 

(zawartość GC), który w długich skalach czasowych odzwierciedla równowagę między 

mutacjami a procesami selekcyjnymi i rekombinacyjnymi, choć jego interpretacja wymaga 

uwzględnienia możliwego wpływu gBGC (GC-biased gene conversion) (Duret i Galtier, 

2009), (Lesecque i in., 2013), (Duret i Arndt, 2008), (Glémin i in., 2015),  który należy 

uwzględnić przy interpretacji składu nukleotydowego genomów. Jest to mechanizm gBGC 

związany z rekombinacją i naprawą DNA, w którym w heterodupleksach powstających 

podczas crossing-over zachodzi nierównomierna konwersja zasad, faworyzująca pary G≡C 

kosztem A=T. (Sueoka, 1988), (Zhou i in., 2014). Alternatywnie, rozkład stacjonarny można 

estymować bezpośrednio z parametrów modelu substytucji (np. UNREST lub GTR), gdzie π 

jest wektorem spełniającym równanie πQ (J), (Yang, 2006). Najbardziej bezpośrednie 

podejście stanowią jednak eksperymenty akumulacji mutacji oraz analizy trio rodzic–

potomstwo (parent–offspring trios), w których pełne sekwencjonowanie genomów umożliwia 

określenie rzeczywistych częstości i kontekstów mutacji (Lynch, 2010), (Lee i in., 2012). W 

przeciwieństwie do modeli pośrednich, które opierają się na wnioskowaniu z danych 

filogenetycznych (tempo substytucji między gatunkami), populacyjnych (zmienność SNP i 
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koalescencja) lub z częstości nukleotydów w sekwencjach genomowych przy założeniu 

równowagi mutacja–selekcja (Lynch, 2010). Metody te są jednak podatne na zafałszowania 

wynikające z działania selekcji i dryfu genetycznego oraz przyjętych założeń modelowych. 

W literaturze poświęconej zagadnieniu modelowania substytucji nuklotydów wyróżnia 

się kilka fundamentalnych modeli substytucji, które stopniowo wzbogacały formalizm analizy 

sekwencji DNA. Najprostszy model JC69 (Jukes i Cantor, 1969) zakłada równą częstość 

występowania nukleotydów oraz identyczne tempo substytucji między każdą parą 

nukleotydów. Kolejnym rozwinięciem jest model K80 (Kimura, 1980), w którym rozróżnia 

się tempa tranzycji i transwersji. Model F81 (Felsenstein, 1981) wprowadza zróżnicowane 

częstości nukleotydów w stanie stacjonarnym, a HKY85 (Hasegawa i in., 1985) łączy te 

podejścia, umożliwiając różne tempa tranzycji i transwersji przy uwzględnieniu zmiennych 

częstości nukleotydów. Bardziej ogólny model GTR (Tavaré, 1986) przypisuje odrębne 

parametry do każdej pary nukleotydów w ramach procesu odwracalnego w czasie. 

Najbardziej elastyczny jest model UNREST (Yang, 1994), w którym każdej z dwunastu 

możliwych substytucji przypisano odrębne tempo, bez warunku odwracalności w czasie. 

Rozwinięciem tych idei na poziomie kodonów są modele Muse–Gaut (1994) oraz Goldman–

Yang (1994), które rozróżniają substytucje synonimiczne i niesynonimiczne, umożliwiając 

estymację parametrów selekcyjnych. Model Halpern–Bruno (1998) łączył proces mutacyjny z 

selekcją aminokwasową w ujęciu mutacja–selekcja, przy zachowaniu odwracalności w czasie. 

Te klasyczne podejścia stały się podstawą stosowanych modeli mutacyjno-selekcyjnych i 

modeli nieodwracalnych w czasie, które pozwalają badać wpływ selekcji aminokwasowej na 

użycie kodonów. 

W pracy zastosowany został model UNREST, ponieważ w odróżnieniu od modeli 

takich jak HKY czy GTR. To właśnie w warunkach braku założenie o odwracalności w czasie 

możliwe jest uwidocznienie wpływu selekcji aminokwasowej na częstości kodonów 

synonimicznych. Gdyby ograniczyć się do modeli odwracalnych w czasie, efekt ten nie 

mógłby zostać wykazany, ponieważ w nich rozkład stacjonarny kodonów pozostaje zgodny z 

rozkładem wynikającym wyłącznie z mutacji (Błażej i in. 2017). Dlatego UNREST był 

niezbędny do ilościowego uchwycenia zjawiska postulowanego wcześniej przez Mortona 

(2001). Zjawisko to zostało formalnie ujęte przez Błażeja i in. (2017) . W analizach 

zastosowano formalizm rozkładu stacjonarnego zdefiniowany dla modelu UNREST (Błażej i 

in., 2017), (Yang, 1994). 

Przykładową macierz intensywności przejść Q przedstawiono w Tabeli 2. 
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Tabela. 2. Macierz współczynników substytucji Q dla nieograniczonego modelu UNREST. 

Elementy diagonalne określono tak, aby suma wierszy była równa zero. W macierzy każdej z 

dwunastu możliwych substytucji przypisano niezależny parametr tempa (   ), a wartości 

diagonalne     zdefiniowano tak, aby suma każdego wiersza była równa zeru. 

 A T G C 

A    -             

T        -         

G            -     

C                - 

Macierz Q opisuje intensywności przejść pomiędzy nukleotydami w procesie 

Markowa. Aby taki proces mógł być uznany za stacjonarny, konieczne jest określenie jego 

rozkładu stacjonarnego, czyli częstości nukleotydów utrzymujących się w równowadze 

ewolucyjnej. Rozkład ten zapisano wektorem 

                    ∑     
 

                                                                                             
 

  

  

gdzie poszczególne elementy               odpowiadały prawdopodobieństwom 

wystąpienia nukleotydów A, T, G i C w stanie równowagi. Wektor π wyznacza się, jako 

rozwiązanie układu równań: 

                                                                                                                                         (2) 

co stanowi standardowy warunek równowagi stacjonarnej w jednorodnych, ciągłych 

procesach Markowa opisujących podstawienia nukleotydowe (Yang, 1994), (Yang, 2006), 

(Błażej i in., 2017). 

3.2. Proces selekcji 
 

W analizach konieczne było wprowadzenie specyficznej selekcji, aby możliwe było 

zbadanie, czy presja selekcyjna na poziomie aminokwasowym wpływa na częstości kodonów 

synonimicznych. Selekcję tę zdefiniowano przy użyciu wybranych macierzy, opisujących 

różnice we właściwościach pomiędzy aminokwasami uwzględniając różnice chemiczne, 

polarność, objętość cząsteczkową, skłonność do tworzenia helisy alfa, przewidywanie struktur 

drugorzędowych na podstawie metod kombinowanych i skali hydropatii, konformacje 
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szkieletowe reszt w białkach, rozmiary i objętości grup atomowych, skład aminokwasowy 

regionów błonowych, korelacje składu z lokalizacją komórkową białka, preferencje 

strukturalne w β-kartkach, energie oddziaływań reszt białkowych, co pozwoliło w sposób 

formalny modelować presję selekcyjną związaną z właściwościami aminokwasów. Wszystkie 

macierze selekcyjne pochodziły z bazy aaindex (https://www.genome.jp/aaindex). 

W analizie celowo pominięto empiryczne macierze substytucji typu PAM i pokrewne, 

ponieważ mieszają one wpływ mutacji z selekcją, a celem było odizolowanie samej selekcji 

aminokwasowej. Wykluczono macierze specyficzne dla poszczególnych białek lub zmienne 

w czasie, które wprowadzają zależności kontekstowe, lecz wykraczają poza zakres ogólnego 

modelu rozważanego w tej pracy. 

Morton (2001) zaproponował model, w którym macierz selekcyjna aminokwasów A 

określa prawdopodobieństwo „zaakceptowania‖ substytucji aminokwasowej, która została 

wywołana przez mutacje pojedynczego nukleotydu. U Mortona kodony stop wyłączono z 

procesu, a przejścia do stopu uznano za letalne, procent akceptacji takiej mutacji wynosił 0. 

Na tej podstawie budował macierze przejść kodon–kodon (61×61), gdzie 

prawdopodobieństwo zmiany kodonu k w l zależało jednocześnie od mutacji nukleotydowej i 

akceptacji zmiany aminokwasu. Macierz akceptacji aminokwasowych (A) w modelu Mortona 

(2001) odzwierciedla prawdopodobieństwo utrwalenia substytucji i jest powiązana z 

macierzami kosztów aminokwasowych: te ostatnie opisują różnice chemiczno-fizyczne lub 

empiryczne między aminokwasami, które następnie przekładają się na wartości     Dzięki 

temu Autor mógł pokazać, że selekcja na poziomie aminokwasów może pośrednio 

kształtować częstości kodonów synonimicznych. Zaproponowany przez Mortona model 

(2001) został zastosowany do badania adaptacji kodonowej w genach plastydowych. Morton 

(2001) wykorzystał dwie macierze kosztów aminokwasowych do konstrukcji macierzy 

akceptacji (A). Empiryczną macierz substytucji plastydowych białek oraz klasyczną macierz 

Granthama (1974), opisującą różnice chemiczno-fizyczne, między aminokwasami w składzie 

chemicznym, polarności i objętości ich łańcuchów bocznych. Oba podejścia pozwoliły 

przełożyć koszty substytucji na prawdopodobieństwo ich akceptacji, ukazując rolę selekcji 

aminokwasowej w kształtowaniu użycia kodonów synonimicznych. Morton chciał sprawdzić, 

czy obserwowane odchylenia w użyciu kodonów w chloroplastach można wyjaśnić wyłącznie 

mutacjami, czy też częściowo wynikają one z selekcji aminokwasowej. Z jego analiz 

wynikało, że wcześniejsze testy porównujące skład nukleotydowy kodonów w genach 

plastydowych ze składem nukleotydowym niekodujących sekwencji DNA były błędne, 
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ponieważ pomijały wpływ selekcji na poziomie aminokwasów. Dlatego opracował nowy test 

ponownego próbkowania, który nie wymagał odniesienia do DNA niekodującego i pozwalał 

bardziej wiarygodnie wykazać, które plastydowe geny rzeczywiście podlegają adaptacji 

kodonowej. 

Tabela 3. Macierz Granthama jest symetryczną macierzą odległości chemiczno-

fizykochemicznych między 20 aminokwasami. Każda wartość kwantyfikuje „radykalność‖ 

substytucji: im wyższa liczba, tym większe różnice we właściwościach łańcuchów bocznych 

(skład, polarność, objętość). Zwyczajowo przyjmuje się, że wartości ≤50 oznaczają zmiany 

konserwatywne, 51–100 — umiarkowanie konserwatywne, 101–150 — umiarkowanie 

radykalne, a ≥151 — radykalne. Poniżej podano macierz w kolejności 

ARNDCQEGHILKMFPSTWYV; przekątna zawiera zera, gdyż odpowiada porównaniom 

tego samego aminokwasu. 

 A R N D C Q E G H I L K M F P S T W Y V 

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 0 154 170 159 174 198 198 202 196 205 169 112 149 215 194 192 

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 

I 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 0 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 0 37 88 

Y 112 77 143 160 194 99 122 147 83 33 36 85 36 22 110 144 92 37 0 55 

V 64 96 133 152 192 96 121 109 84 29 32 97 21 50 68 124 69 88 55 0 

 

Morton (2001) opisał ten efekt w genomach plastydowych, ale bez ogólnego 

formalizmu matematycznego. Błażej i in. (2017) rozwinęli ten problem, tworząc pełny model 

mutacja–selekcja oparty na macierzy UNREST i symetrycznej macierzy Granthama (Tab. 3). 

Wprowadzili też symulacje obejmujące szeroki zakres składów nukleotydowych i parametrów 

mutacyjnych, co pozwoliło ilościowo ocenić wpływ selekcji aminokwasowej na częstości 

kodonów synonimicznych, mimo ich neutralności względem siebie. 
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W badaniu selekcji aminokwasowej, najczęściej stosuje się macierze kosztów (np. 

Granthama, Miyaty), ponieważ opisują one różnice fizykochemiczne między resztami 

białkowymi i pozwalają bezpośrednio oszacować „koszt‖ substytucji w kontekście struktury i 

funkcji białka (Grantham, 1974), (Miyata i in., 1979). W przeciwieństwie do empirycznych 

macierzy substytucji, takich jak PAM czy BLOSUM, które odzwierciedlają częstości zmian w 

rzeczywistych wybranych danych sekwencyjnych, macierze kosztów są bardziej uniwersalne 

i niezależne od konkretnego zestawu sekwencji, co czyni je szczególnie użytecznymi w 

symulacjach różnych scenariuszy ewolucyjnych (Henikoff i Henikoff J.,1992), (Błażej i in., 

2017), (Yampolsky i Stoltzfus, 2005) uwzględniającą różnice chemiczne, polarność i objętość 

cząsteczkową. Pożądane cechy tego typu macierzy obejmują biologiczną interpretowalność, 

skalowalność, uniwersalność oraz zdolność rozróżniania zarówno subtelnych jak i 

radykalnych podstawień. Dzięki tym właściwościom macierze te stanowią wartościowe 

narzędzie w analizach wpływu selekcji na poziomie aminokwasowym na używalność 

kodonów synonimicznych. 

3.3 Miara siły selekcji 
 

Pomiar siły selekcji jest niezbędny, aby ilościowo określić jej wpływ na poziomie 

aminokwasowym na użycie kodonów synonimicznych. Samo stwierdzenie efektu 

selekcyjnego nie pozwala ocenić jego znaczenia biologicznego ani porównać go między 

różnymi układami mutacyjnymi czy organizmami. Wprowadzenie miary siły selekcji 

umożliwia obiektywną ocenę skali odchyleń w częstościach kodonów wywołanych doborem 

aminokwasowym oraz wskazanie warunków, w których zjawisko to jest szczególnie wyraźne. 

Dzięki temu możliwe staje się oddzielenie efektów mutacyjnych od efektów selekcyjnych i 

określenie rzeczywistej roli selekcji aminokwasowej w kształtowaniu różniej używalności 

kodonów synonimicznych. 

Błażej i in. (2017) zaproponowali sformalizowaną miarę tego efektu, oznaczoną, jako 

  , która pozwala ilościowo uchwycić różnice pomiędzy rozkładem kodonów czterokrotnie 

zdegenerowanych (ang. fourfold degenerate codons, 4FD) po selekcji aminokwasowej a ich 

rozkładem generowanym wyłącznie przez proces mutacyjny. W praktyce siłę selekcji na 

poziomie aminokwasowym oceniano dla ustalonego stacjonarnego rozkładu π poprzez 

znormalizowaną różnicę między względną częstością kodonów 4FD po selekcji a ich 

oczekiwaną częstością wynikającą jedynie z procesu mutacyjnego. 
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     ∑
|   

   
   

  
   |

  
                       (3)                                                                                                   

gdzie S oznacza grupę kodonów 4FD kodujących jeden aminokwas;   to kodon z tej 

grupy, w którym nukleotyd i występuje na trzecim miejscu w kodonie;  
    ∑    

  
               

jest to stacjonarna częstotliwość tej grupy kodonów po selekcji ,(sel);   

     jest stacjonarną 

częstotliwością kodonu   po selekcji;   jest względną częstością stacjonarną kodonu 

  uzyskaną tylko z procesu mutacji. Przeanalizowano wszystkie pięć grup kodonów 4FD tj. 

kodony należące do alaniny (GCU, GCC, GCA, GCG), glicyny (GGU, GGC, GGA, GGG), 

proliny (CCU, CCC, CCA, CCG), treoniny (ACU, ACC, ACA, ACG) oraz waliny (GUU, 

GUC, GUA, GUG). i obliczono sumaryczny efekt selekcji na poziom aminokwasów w tych 

grupach dla każdego rozkładu stacjonarnego π: 

   ∑                                                                                                                      (4)                         

gdzie S jest zbiorem wszystkich grup kodonów 4FD s. Duże wartości   sugerują silny 

wpływ selekcji na wykorzystanie kodonów 4FD podczas, gdy wartości równe zeru wskazują 

na brak takiego wpływu na względne częstości kodonów 4FD. W praktyce dla ustalonego 

rozkładu stacjonarnego π obliczane jest maksiumum z wartości       
     to stanowi górne 

oszacowanie siły selekcji. 

Prowadzi to do prostej interpretacji tej miary. Polega ona na ocenie stopnia, w jakim 

selekcja aminokwasowa powodowała przesunięcia częstości kodonów synonimicznych 

względem wartości oczekiwanych wyłącznie na podstawie procesu mutacyjnego. Wartość 

równa zeru wskazywała na brak lub słaby wpływ selekcji, natomiast rosnące wartości 

   odzwierciedlają coraz silniejsze zaburzenia w użyciu kodonów. 

3.4 Kody genetyczne 
 

W analizach uwzględniono standardowy kod genetyczny (kod 1) oraz 23 kody 

alternatywne dostępne w bazie NCBI. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi. Do badań włączono jedynie 

kody spełniające określone kryteria: start od ATG, brak niestandardowych aminokwasów, 

traktowanie kodonów stop o przypisaniu dwuznacznym, jako kodujących aminokwas oraz 

obecność, co najmniej jednej zmiany przypisania względem kodu standardowego. W tabeli 4 
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zestawiono użyte kody i wszystkie różnice w przypisaniach kodonów do aminokwasów, jakie 

w nich występują względem standardowego kodu genetycznego. 

Tabela 4. Tabela opisuje zmiany w alternatywnych kodach genetycznych względem 

standardowego kodu genetycznego. Najpierw jest podany kodon i aminokwas, który był 

kodowany w standardowym kodzie genetycznym, następnie zmiana, jaka nastąpiła w 

alternatywnym kodzie genetycznym. 

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

Nr kodu Nazwa kodu Zmiany względem 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 

(T) 

 UGA: Stop  → Trp (W) 

4 Mold/Protozoan/Coelenterate 

Mitochondrial; 

Mycoplasma/Spiroplasma 

UGA: Stop  → Trp (W) 

5 Invertebrate Mitochondrial AGA/AGG: Arg (R) → Ser (S) 

AUA: Ile (I) → Met (M) 

UGA: Stop  → Trp (W) 

6 Ciliate/Dasycladacean/Hexamita 

Nuclear 

UAA/UAG: Stop  → Gln (Q) 

9 Echinoderm/Flatworm 

Mitochondrial 

AAA: Lys (K) → Asn (N) 

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  → Gln (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 

Mitochondrial 

TCA: Ser (S) → Stop  

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 

SR1/Gracilibacteria 

UGA: Stop (*) → Gly (G) 

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

27 Karyorelict Nuclear UAG/UAA: Stop  → Gln (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) 

 

33 

 

Cephalodiscidae Mitochondrial 

UAA-Tyr 

UAA: Stop  → Tyr (Y) 

UGA: Stop  → Trp (W) 

AGA: Arg (R) → Ser (S) 

AGG: Arg (R) → Lys (K) 
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3.5 Właściwości aminokwasów 

 

Aminokwasy wykazują szereg właściwości, które później mają wpływ na strukturę i 

funkcję białka. Macierze selekcyjne były tak dobierane, aby móc przetestować różne cechy 

aminokwasów i określić, które właściwości mają większy udział, jeśli chodzi o selekcje na 

poziomie aminokwasowym. W pracy uwzględniono 20 aminokwasów (Alanina (Ala, A), 

Arginina (Arg, R), Asparagina (Asn, N), Kwas asparaginowy (Asp, D), Cysteina (Cys, C), 

Kwas glutaminowy (Glu, E), Glutamina (Gln, Q), Glicyna (Gly, G), Histydyna (His, H), 

Isoleucyna (Ile, I), 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), które są kodowane przez kod stanadrowy (Fig.2).  

 

 

 

Figura.2  

Grafika przedstawiająca właściwości 20 standardowych aminokwasów takie jak: obecność 

łańcucha alifatycznego, obecność pierścienia aromatycznego, hydrofobowość, ładunek 

elektryczny (dodatni lub ujemny), polarność, wielkość.  

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 kosztów aminokwasowych 
 

W badaniach użyto różnych macierzy selekcyjnych reprezentujących rozmaite 

właściwości, aby sprawdzić, jakie cechy aminokwasów są bardziej istotne w ujęciu badania 

selekcji na poziomie aminokwasowym w kształtowaniu używalności kodonów 

synonimicznych. W analizach zastosowano dziewięć macierzy selekcyjnych dostępnych w 

bazie AAindex (https://www.genome.jp/aaindex/ reprezentujących różne klasy właściwości 

aminokwasów: macierze opisujące różnice chemiczne i fizykochemiczne (GRAR740104; 

(Grantham, 1974); TSAJ990101; (Tsaj i in., 1999), macierze związane ze strukturą 

drugorzędową i konformacyjną (BLAM930101; (Blaber i in.,1993) BIOV880101; (Biou i 

in.,1988). MAXF760101; (Maxfield i Scheraga, 1976) ; LIFS790101; (Lifson i Sander, 1979), 

macierze odzwierciedlające lokalizację komórkową i właściwości białek błonowych 

(NAKH920108; (Nakashima i Nishikawa, 1992) ; CEDJ970104 (Cedano i in., 1997) oraz 

macierz opartą na energetyce oddziaływań reszt aminokwasowych (MIYS990104; (Miyazawa 

i Jernigan, 1999) (Tab.4). 

Tabela 4. Tabel opisuje główne cechy i założenia macierzy selekcyjnych, które zostały użyte 

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

Nazwa macierzy Główna cecha/założenie Krótki opis Źródło 

GRAR740104 Skład chemiczny, 

polarność, objętość 

Opisuje korelację między 

różnicami chemicznymi reszt a 

częstością ich substytucji. 

Grantham, 

1974 

BLAM930101 Skłonność do helisy α Oparta na podstawieniach w 

lizozymie T4; określa 

helikalność aminokwasów. 

Blaber, 

1993 

BIOV880101 Struktura drugorzędowa 

(GOR III, Homologue, 

wzorzec bitowy) 

Algorytm Combine 

poprawiający trafność predykcji 

struktur drugorzędowych. 

Biou, 

1988 

MAXF760101 Konformacje białek (5 

stanów) 

Predykcja konformacji reszt w 

oparciu o kąty dwuścienne; 

dokładność ~56%. 

Maxfield, 

1976 
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TSAJ990101 Rozmiary grup 

atomowych 

Wyznacza promienie grup 

atomowych i objętości reszt do 

analizy upakowania. 

Tsai, 1999 

NAKH920108 Białka błonowe Analiza składu 

aminokwasowego fragmentów 

cytoplazmatycznych i 

zewnątrzkomórkowych. 

Nakashim

a, 1992 

CEDJ970104 Lokalizacja komórkowa Korelacja składu 

aminokwasowego z lokalizacją 

białek (ProtLock). 

Cedano, 

1997 

LIFS790101 β-arkusze Preferencje strukturalne dla 

układów antyrównoległych i 

równoległych β-arkuszy. 

Lifson, 

1979 

MIYS990104 Energie oddziaływań Uwzględnia energie kontaktowe 

i modele matematyczne reszt 

białkowych. 

Miyazaw, 

1999 

 

3.7 Model symulacji 
 

Modele symulacyjne w genomice odgrywają kluczową rolę, ponieważ pozwalają 

badać złożone procesy ewolucyjne w sposób, który nie jest możliwy wyłącznie na podstawie 

danych empirycznych. Analiza rzeczywistych sekwencji często nie pozwala jednoznacznie 

rozdzielić wpływu mutacji, selekcji czy innych czynników kształtujących strukturę genomu. 

Symulacje komputerowe umożliwiają natomiast kontrolowane testowanie różnych 

konfiguracji parametrów i scenariuszy ewolucyjnych, a tym samym ocenę ich potencjalnych 

konsekwencji. Dzięki temu możliwe jest przeprowadzenie tysięcy eksperymentów 

numerycznych, które ujawniają mechanizmy i skalę oddziaływań niedostrzegalnych wprost w 

materiale empirycznym. W konsekwencji modelowanie matematyczne i symulacje 

komputerowe stanowią niezbędne narzędzie do ilościowego rozumienia dynamiki genomów 

oraz do odróżniania wpływu poszczególnych procesów ewolucyjnych. 

W niniejszej pracy przyjęto model integrujący proces mutacyjny i selekcję 

aminokwasową, zgodnie z podejściem Błażeja i in. (2017) . Analizę prowadzono na poziomie 
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kodonów, ze szczególnym uwzględnieniem grup kodonów czterokrotnie zdegenerowanych 

(Gly, Val, Ala, Pro, Thr), co umożliwiło uchwycenie efektów selekcji aminokwasowej w 

sposób niezaburzony dodatkowymi uwarunkowaniami wynikającymi z degeneracji kodu 

genetycznego. Ograniczenia wynikające z degeneracji kodu genetycznego dotyczą przede 

wszystkim nierównej liczby kodonów przypisanych poszczególnym aminokwasom, co 

sprawia, że niektóre reszty (np. Leu, Ser, Arg) mają szeroki wachlarz kodonów 

synonimicznych, podczas gdy inne (Met, Trp) są kodowane tylko przez pojedynczy kodon. 

Dodatkowo, różny stopień degeneracji trzeciej pozycji kodonu (pełna w grupach czterokrotnie 

zdegenerowanych, częściowa w dwukrotnie zdegenerowanych, brak w jednoznacznych) 

powoduje, że możliwości neutralnych substytucji są nierównomiernie rozłożone. 

Konsekwencją jest asymetria w dostępności mutacyjnej poszczególnych kodonów 

synonimicznych, co stanowi istotne ograniczenie przy analizie ich częstości występowania. 

Mutacje opisano przy pomocy modelu UNREST, który był wymieniony we 

wcześniejszym rozdziale (3.1 Proces mutacji), który pozwala symulować czysty proces 

mutacyjny bez narzucania warunku odwracalności. Selekcja działała wyłącznie na poziomie 

aminokwasowym, a jej intensywność określano na macierzy selekcyjnych uwzględniających 

różne właściwości fizykochemiczne aminokwasów. W modelu nie uwzględniano selekcji 

translacyjnej preferującej konkretne kodony. Ewolucję sekwencji opisano, jako łańcuch 

Markowa, w którym tempo przejścia między kodonami k i l określono, jako iloczyn 

prawdopodobieństwa mutacji oraz współczynnika akceptacji zależnego od podobieństwa 

aminokwasów. Zdefiniowano ogólny model obejmujący zarówno proces mutacyjny jak i 

selekcję. Model ten opisuje macierz prawdopodobieństw przejścia od kodonu do kodonu 

C=(    ), przy czym każda substytucja kodonu jest zdefiniowana równaniem: 

C=(    )=    
                                                                                                      (5)                                                                                        

Gdzie     
 oznacza prawdopodobieństwo przejścia między kodonem k a l, natomiast 

      jest prawdopodobieństwem akceptacji zmiany aminokwasu m→n kodowanego przez 

te kodony. Proces ten prowadzi do uzyskania rozkładu stacjonarnego częstości kodonów, 

odchylonego od czystego procesu mutacji, który następnie porównano z rozkładem 

wynikającym tylko z działania mutacji. 

Rozkład stacjonarny nukleotydów π można zrealizować za pomocą wielu procesów 

Markowa, opisanych przez różne macierze substytucji,        
 , które mogą implikować 

różnice w stacjonarnych częstościach kodonów po selekcji     , a w konsekwencji różne 

wartości   . Aby poradzić sobie z tym problemem, postanowiliśmy znaleźć dla danego 
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rozkładu π taki proces akumulowania mutacji, które maksymalizuje miarę   . Maksymalna 

wartość   została oznaczona jako   
   .  Pozwala to ocenić zakres siły selekcji na poziomie 

aminokwasów w odniesieniu do używalności synonimicznych kodonów dla danego rozkładu 

stacjonarnego nukleotydów π. Zadanie znalezienia   
   jest w rzeczywistości przykładem 

pojedynczego problemu optymalizacji, gdzie    jest funkcją dopasowania. W problemie tym 

Błażej in.(2017) użyli algorytmu opartego o strategie ewolucyjne.  

Ponieważ rozkład stacjonarny dla czystej presji mutacyjnej nie jest znany, 

przeanalizowano 88 560 konfiguracji składu nukleotydowego, generowanych w krokach, co 

0,01 przy zakresie 0,05–0,85 i warunku∑      . Tak szerokie ujęcie pozwoliło zbadać cały 

wachlarz możliwych rozkładów – od genomów bogatych w AT do genomów bogatych w  GC 

i ocenić, w jakich warunkach efekt selekcji aminokwasowej na użycie kodonów jest 

najsilniejszy (Błażej i in., 2017), dla ustalonego rozkładu stacjonarnego zastosowano 

algorytm oparty o założenia strategii ewolucyjnej (ES) do optymalizacji parametrów 

mutacyjnych w celu wyznaczenia maksymalnych możliwych odchyleń częstości kodonów 

czterokrotnie zdegenerowanych. Przyjęto jednocześnie, że efekt zaburzeń w częstościach 

kodonów synonimicznych może ujawniać się wyłącznie w procesach nieodwracalnych w 

czasie, natomiast w procesach odwracalnych w czasie selekcja aminokwasowa nie wpływa na 

rozkład stacjonarny kodonów.  

W programie użytym w rozprawie doktorskiej wprowadzono modyfikacje 

umożliwiające wybór macierzy selekcyjnej jak i kodu genetycznego, na którym ma zostać 

zastosowana. Zastosowanie różnych kodów i macierzy pozwoliło wszechstronnie ocenić 

wpływ selekcji aminokwasowej na używalność kodonów synonimicznych. W pracy 

zastosowano zestaw macierzy selekcyjnych opisujących zróżnicowane właściwości 

aminokwasów: od parametrów chemicznych i objętościowych (GRAR740104) po skłonność 

do tworzenia struktur drugorzędowych (BLAM930101, BIOV880101, LIFS790101) oraz 

energię oddziaływań reszt (MIYS990104). Uwzględniono także konformacje szkieletowe 

(MAXF760101), rozmiary grup atomowych (TSAJ990101) oraz zależności związane ze 

składem i lokalizacją białek (NAKH920108, CEDJ970104). Użyto również alternatywnych 

kodów genetycznych pochodzących 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 , który zostały użyte w pracy posiadały 

zawsze kodon ATG jako startowy, nie posiadały niestandardowych aminokwasów oraz 

przyjęto, że kodon koduje tylko jeden aminokwas, dla kodów, w których dany kodon mógł 
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być używany jako kodon kodujący aminokwas lub kodon stop przyjęto wariant z kodowanym 

aminokwasem. Tak szeroki dobór macierzy i kodów miał na celu uchwycenie pełnego 

spektrum czynników fizykochemicznych i strukturalnych, które mogą wpływać na 

używalność kodonów synonimicznych. Program napisano w języku C++. 

3.8 Badanie siły selekcji w rzeczywistych genomach. 
 

Szacowanie rzeczywistej siły selekcji na poziomie aminokwasów w genomach 

rzeczywistych napotyka poważne trudności metodologiczne. Wynika to przede wszystkim z 

faktu, że właściwości procesów mutacyjnych działających w genomach nie są bezpośrednio 

obserwowalne – wszystkie widoczne substytucje nukleotydowe są już przefiltrowane przez 

mechanizmy selekcyjne. Dokładny rozkład stacjonarny presji mutacyjnej pozostaje nieznany, 

a jej dokładne odtworzenie jest niemożliwe. Z tego powodu analizy opierają się na 

przybliżeniach.  

Problem nieznajomości rzeczywistego tła mutacyjnego próbowali rozwiązać zarówno 

Morton (2001), jak i Błażej i in. (2017).  Morton (1993) (1998), początkowo, szacował presję 

mutacyjną w genomach plastydowych na podstawie składu sekwencji niekodujących, 

przyjmując założenie, że w przypadku braku selekcji na kodony synonimiczne rozkład zasad 

nukleotydowych w cichych pozycjach kodujących (kodonach synonimicznych) powinien 

odpowiadać składowi niekodujących fragmentów DNA. Jednak w późniejszej analizie 

Morton (2001) wykazał, że takie podejście jest problematyczne, gdyż selekcja na poziomie 

aminokwasowym może wpływać na użycie kodonów synonimicznych i w konsekwencji 

zaburzać oczekiwane proporcje nukleotydów. Błażej i in. (2017) rozszerzyli to podejście, 

stosując najbardziej ogólny model substytucji nukleotydowych (UNREST) i badając niemal 

90 tysięcy wygenerowanych możliwych sztucznych rozkładów stacjonarnych 

wygenerowanych komputerowo. Dzięki zastosowaniu algorytmów optymalizacji ewolucyjnej 

oszacowali maksymalny możliwy wpływ selekcji aminokwasowej na użycie kodonów 

synonimicznych. Tym samym ominęli konieczność dokładnego określenia rozkładu 

stacjonarnego dla czystej presji mutacyjnej, pokazując, że w warunkach silnego tła AT 

selekcja na poziomie aminokwasów może istotnie wpływać na używalność kodonów 

synonimicznych.  

Szacowanie standardowego rozkładu presji mutacyjnej opiera się na analizie kodonów 

czterokrotnie zdegenerowanych (4FD), dla których trzecia pozycja może ulegać substytucjom 
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bez zmiany aminokwasu. Częstości nukleotydów obserwowane w tych pozycjach traktowane 

są jako przybliżenie empirycznego rozkładu stacjonarnego stanowiący przybliżenie 

rzeczywistego tła mutacyjnego (Perna i Kocher, 1995), (Novembre, 2002), (Künstner i in., 

2011) . Ponieważ jednak prawdziwa dystrybucja presji mutacyjnej nie jest dostępna 

bezpośrednio – jej obraz w sekwencjach kodujących jest zawsze filtrowany przez działanie 

różnych czynników selekcyjnych – w badaniach zastosowano podejście probabilistyczne. 

Zastosowanie metod probabilistycznych, takich jak rozkład Dirichleta, pozwala na 

generowanie sąsiedztwa możliwych rozkładów stacjonarnych wokół wartości empirycznej, a 

tym samym na oszacowanie minimalnej i maksymalnej siły selekcji zamiast jednej wartości 

punktowej. Podkreśla to, że trudność w estymacji bierze się z fundamentalnego braku wiedzy 

o „czystym‖ procesie mutacyjnym genomów, a także z nakładania się wielu równocześnie 

działających czynników selekcyjnych. 

Rozkład Dirichleta odgrywa ważną rolę w statystyce bayesowskiej, jako sprzężony 

rozkład a priori dla rozkładu wielomianowego i jest czasami opisywany jako „rozkład nad 

rozkładami‖(Ferguson, 1973), (Gelman i in., 2013), (Bishop, 2006). 

Ten fakt był silnie wykorzystywany w tych analizach, ponieważ zastosowano rozkład 

Dirichleta, jako rozkład nad wszystkimi możliwymi rozkładami stacjonarnymi nieznanych 

presji mutacji, gdzie k = 4. W rezultacie każdy rozkład nukleotydów ma unikalną 

reprezentację, jako punkt czterowymiarowego simpleksu. 

Należy zauważyć, że parametry rozkładu Dirichleta odgrywają kluczową rolę w tej 

metodzie, ponieważ te ograniczenia definiują pewne preferencje w próbkowanych rozkładach 

stacjonarnych. Oczywiste jest, że chciano preferować bliskie sąsiedztwo rozkładu 

stacjonarnego wyodrębnionego z rzeczywistych danych. Dlatego rozważany rozkład 

stacjonarny π = (πA, πT, πG, πC) obliczone z rzeczywistego genomu. Aby wybrać losowy 

rozkład prawdopodobieństwa z sąsiedztwa πi, użyto następujących parametrów 

Di(α1, α2, α3, α4) gdzie αi = 1 + z · πi , i = A, T, G, C i z ≥ 1 jest ustaloną liczbą 

całkowitą, przy czym wartość parametru z kontroluje stopień koncentracji próbek wokół 

rozkładu wyjściowego. Łatwo zauważyć, że wartość modalna tego rozkładu jest osiągana 

przy πi dla każdej stałej z. Ponadto E[Xi] → πi i Var[Xi] → 0, gdzie z dąży do 

nieskończoności. Właściwości te sugerują, że generowane rozkłady są na ogół zbliżone do 

empirycznych z małymi i kontrolowanymi odchyleniami. 

Aby zwizualizować związek między rozkładami „empirycznymi‖ i „teoretycznymi‖, 

zaproponowana została odległość Kullbacka-Leiblera 
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                  (6) 

która jest dobrze znaną miarą różnic między rozkładami prawdopodobieństwa π i q. 

Tutaj π oznacza „empiryczny‖ stacjonarny rozkład nukleotydów, podczas gdy q jest 

„teoretycznym‖ rozkładem generowanym losowo. 

Stosując metodologię przedstawioną powyżej, można wygenerować losową próbkę 

stacjonarnych rozkładów, która składa się głównie z elementów do zamkniętego sąsiedztwa 

badanego rozkładu stacjonarnego. 

Główna idea tej metody opiera się na modelu mutacyjno-selekcyjnym opisanym w 

podrozdziale. Metodologia ta pozwoliła obliczyć maksymalną siłę selekcji dla danego 

rozkładu stacjonarnego opisującego presję mutacyjną w otoczeniu rozkładu empirycznego. 

Aby uniknąć problemu określenia rzeczywistej presji mutacyjnej, zaproponowano procedurę: 

generowanie losowo pewnego sąsiedztwa rozkładów, w którym rozkład Dirichleta został 

użyty do wygenerowania losowej próby. Podobnie jak w przedstawionym podejściu (Błażej i 

in., 2017 ) zastosowano model mutacyjno-selekcyjny. 

Ta metodologia pozwoliła na oszacowanie selekcji na poziomie aminokwasów, 

ponieważ można porównać częstość synonimicznych kodonów wynikających z selekcji z 

oczekiwanymi wynikami bez tego ograniczenia. Proces wprowadzania mutacji, tj. 

spontaniczna substytucja jednego nukleotydu przez inny, jest ogólnie modelowany przez 

jednorodny, ciągły w czasie i stacjonarny proces Markowa. Postępując zgodnie z tym 

podejściem, zastosowano klasę procesów zdefiniowanych, jako najbardziej ogólny 

nieograniczony model UNREST. UNREST jest szeroko stosowany w problemach 

związanych z ewolucją sekwencji DNA (Yang, 2006). Proces ten jest jednoznacznie 

zdefiniowany przez macierz intensywności 

Q = (qij), gdzie i, j = A, T, G, C, która jest przekształcona do macierzy 

prawdopodobieństwa przejścia 

P = (pij), i, j = A, T, G, C za pomocą techniki uniformizacji dla ciągłego w czasie 

procesu Markowa o stacjonarnym rozkładzie π = (πA, πT, πG, πC) (Yang, 2006).  Macierz P 

generuje proces spontanicznych podstawień kodonów P , w którym uwzględniono wszystkie 

przejścia między kodonami indukowane przez pojedynczą zmianę nukleotydu. Zgodnie z 

tymi założeniami, jasne jest, że względne stacjonarne częstości nukleotydów na trzeciej 

pozycji w kodonach 4FD są takie same jak stacjonarny rozkład oryginalnego procesu P. Na 

etapie selekcji użyto macierzy akceptacji D = (dkl), gdzie k i l to dane aminokwasy. D zawiera 

prawdopodobieństwa, że pewne zmiany, wprowadzone przez mutacje, od pierwotnie 
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zakodowanego aminokwasu k do nowego aminokwasu l zostaną „zaakceptowane‖. 

Zastosowano macierz akceptacji opartą na macierzy podobieństwa chemicznego Granthama 

(Grantham, 1974). Dzięki temu prawdopodobieństwo akceptacji podstawienia jest związane z 

rzeczywistymi właściwościami fizykochemicznymi badanych aminokwasów. Model 

mutacyjno-selekcyjny wymaga pomiaru siły selekcji. Pozwala to na zrozumienie pewnych 

zależności między właściwościami rozkładów stacjonarnych, a selekcją na poziomie 

aminokwasowym. Tutaj zastosowano miarę zaproponowaną w pracy Błażeja i in. (2017), 

oznaczoną, jako Fπ (wzór 9), która porównuje rozkłady stacjonarne przed i po selekcji.. 

3.9 Statystyka i obrazowanie danych. 
 

Dla danych zostały sporządzone wykresy zależności odchylenia od używalności 

kodonów spowodowanego przez selekcje (siła selekcji Fπ), a presją mutacyjną generującą 

nukleotydy z zadaną częstotliwością. Zostały obliczone podstawowe parametry statystyczne 

jak minimum, maksimum, średnia, mediana i odchylnie standardowe. Dane zostały 

sklastrowane w oparciu o algorytm k-means. Oprócz tego dla rzeczywistych genomów 

zostały przedstawione statystyki oraz wykresy rozrzutu danych jak i wykresy uwzględniające 

presję mutacyjną generowaną przy użyciu rozkładu Dirichleta. Analiza i wizualizacja danych 

zostały przeprowadzone za pomocą języka R. 

 

3.10 Klastrowanie – algorytm k-średnich 
 

W niniejszej pracy grupowanie zostało przeprowadzone przy użyciu algorytmu k-

średnich (k-means), przy czym dane wejściowe stanowiły średnie wartości uzyskane dla 

wcześniej wyodrębnionych klastrów dla 26 kodów genetycznych i 9 macierzy selekcyjnych, z 

których każdy obejmował 88 640 próbek. Zastosowanie takiej procedury było uzasadnione 

zarówno względami obliczeniowymi jak i metodologicznymi. 

Po pierwsze, zgodnie z klasycznym ujęciem, algorytm k-means dąży do minimalizacji 

sumy kwadratów odległości między obiektami a centroidami klastrów (MacQueen, 1967), 

(Anil, 2010).  W sytuacji, gdy liczba próbek w pojedynczym klastrze jest bardzo duża, 

wystarczającym i statystycznie reprezentatywnym przybliżeniem ich położenia w przestrzeni 

cech jest średnia arytmetyczna (centroid). W literaturze podkreśla się, że jest to kompletnym i 
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wystarczającym parametrem dla opisania pozycji klastra, a w wielu zastosowaniach operacje 

klastrowania mogą być prowadzone wyłącznie na bazie centroidów (Celebi i in., 2013). 

Po drugie, istnieją podejścia, w których grupowanie lub ocena podobieństwa między 

zbiorami odbywa się na podstawie statystyk zbiorczych, takich jak średnia czy wariancja. 

Przykładem jest propozycja testu formalnego do oceny, czy dwa zbiory mogą być traktowane, 

jako jeden klaster, oparta wyłącznie na średnich i wariancjach (Pollard, 1981), (Luxburg i 

Ben-David, 2005). Rozwiązania tego typu pokazują, że redukcja danych do statystyk 

klastrowych nie tylko jest możliwa, ale bywa wręcz wskazana w analizach obejmujących 

bardzo duże populacje. 

Po trzecie, w literaturze dotyczącej probabilistycznych modeli mieszanych (Gaussian 

Mixture Models, GMM) wskazuje się, że proces estymacji parametrów może być 

sprowadzony do operowania na wartościach średnich i wariancji dla poszczególnych 

komponentów. W granicznym przypadku, gdy wariancje dążą do zera, algorytm EM dla 

GMM staje się równoważny k-means (Celebi i in., 2013), (Bishop, 2006). To dodatkowo 

uzasadnia stosowania średnich klastrów, jako reprezentantów zbiorów w procedurze k-means. 

W niniejszym badaniu decyzja o wykorzystaniu centroidów, jako danych wejściowych 

do grupowania wynikała z faktu, że każdy klaster zarówno dla 26 kodów genetycznych jak i 9 

macierzy selekcyjnych obejmował aż 88 640 obserwacji. Analiza na poziomie 

indywidualnych próbek byłaby obliczeniowo nieefektywna, a jednocześnie nie wnosiłaby 

dodatkowej informacji w porównaniu z analizą ich centroidów. Ujęcie to jest zgodne z 

praktyką opisaną w literaturze, w której centroid traktowany jest jako wystarczający 

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

3.11 Genomy bakteryjne 
. 

Genomy użyte w badaniach zostały pobrane z bazy NCBI ze strony: 

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

które różnią się istotnie pod względem składu nukleotydowego, co pozwala przeanalizować 

wpływ tła mutacyjnego i selekcji aminokwasowej w zróżnicowanych warunkach 

ewolucyjnych. Thermus thermophilus został wybrany, jako przykład organizmu o wysokiej 

zawartości GC w genomie, co umożliwia ocenę procesów związanych z presją mutacyjną w 

kierunku par G≡C. Escherichia coli, o pośredniej zawartości GC i AT, reprezentuje genom o 

zrównoważonym składzie nukleotydowym i jednocześnie jest najlepiej poznanym gatunkiem 
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modelowym w biologii molekularnej, co ułatwia interpretację wyników.Z kolei Plasmodium 

falciparum charakteryzuje się ekstremalnie wysoką zawartością AT, co pozwala zbadać 

działanie procesów ewolucyjnych w warunkach odwrotnych niż u T. thermophilus i stanowi 

kontrastowy punkt odniesienia. Wybór tak zróżnicowanych genomów umożliwia porównanie 

działania selekcji aminokwasowej i presji mutacyjnej w szerokim spektrum składu 

nukleotydowego, a tym samym pozwala na bardziej ogólne wnioski dotyczące zależności 

między składem genomu a użyciem kodonów synonimicznych.  

3.11.1 Thermus thermophilus 
 

Thermus thermophilus jest gatunkiem bakterii termofilnych, które charakteryzują się 

zdolnością do życia w ekstremalnie wysokich temperaturach, zwykle powyżej 70°C. Jest to 

Gram-ujemna bakteria należąca do rodziny Thermaceae w rzędzie Deinococcales. Po raz 

pierwszy została wyizolowana z gorących źródeł w Japonii, co umożliwiło jej szerokie 

badania pod kątem adaptacji do wysokich temperatur oraz potencjalnego wykorzystania w 

biotechnologii (Oshima i Imahori, 1974), (Brock i Boylen , 1973). Thermus thermophilus 

odgrywa kluczową rolę w rozwoju biotechnologii, zwłaszcza dzięki temu, że jest jednym z 

pierwszych organizmów, z którego wyizolowano termostabilne enzymy, takie jak DNA-

zależną polimerazę DNA rTh oraz polimerazę DNA Tth, wykorzystywana w PCR (reakcji 

łańcuchowej polimerazy). Enzymy te są odporne na wysokie temperatury, co czyni je 

niezwykle przydatnymi w laboratoriach genetycznych. Genom T. thermophilus został w pełni 

zsekwencjonowany w 2004 roku, co pozwoliło na identyfikację genów kodujących enzymy o 

potencjale biotechnologicznym, wielkość genomu to około 2,1 Mbp, liczba genów szacowana 

jest na około 2 200–2 300 (Teh i in., 2012), (Henne i in., 2004) . Dzięki enzymom 

pochodzącym z T. thermophilus, takim jak polimeraza DNA rTh oraz polimeraza DNA Tth 

(Carballeira i in., 1990) możliwe jest przeprowadzanie reakcji PCR w wysokich 

temperaturach bez konieczności dodawania enzymu po każdym cyklu, co zrewolucjonizowało 

techniki amplifikacji DNA (Cava i in., 2009) . Podsumowując, Thermus thermophilus to 

bakteria, której zdolność do życia w ekstremalnych warunkach i produkcji stabilnych 

enzymów czyni ją niezwykle cennym organizmem w biotechnologii i badaniach nad 

adaptacją do wysokich temperatur. Jej właściwości są szeroko opisane w literaturze 

naukowej, podkreślając jej znaczenie zarówno 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 zwierząt stałocieplnych. Odgrywa 

kluczową rolę w zdrowiu gospodarza, jako komponent mikroflory jelitowej (Madigan i in., 

2017), ale niektóre szczepy mogą wywoływać choroby zakaźne. E. coli to pałeczka o 

rozmiarach około 2 μm długości i 0,6 μm szerokości. Jest to bakteria gram-ujemna, która 

wykazuje zdolność ruchu dzięki rzęskom (flagellom). Jej genom ma rozmiar około 4,64 Mbp 

i zawiera około 4 700–4 800 genów. E. coli jest bakterią fakultatywnie tlenową, co oznacza, 

że może rosnąć zarówno w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych (Madigan i in., 2017) 

Preferuje temperaturę 37°C, czyli temperaturę ciała człowieka. W organizmie człowieka E. 

coli pełni ważne funkcje, takie jak produkcja witamin (np. witaminy K), rozkładanie 

substancji odżywczych czy stymulacja układu odpornościowego (Yoon i in., 2014), (Baron, 

1996). Chociaż większość szczepów jest nieszkodliwa, niektóre mogą być patogenne. 

Szczepy wywołujące choroby, takie jak biegunki, zespoły hemolityczno-mocznicowe czy 

zapalenia układu moczowego, to m.in. EHEC (Enterohemorrhagic Escherichia coli), ETEC 

(Enterotoxigenic Escherichia coli), czy EPEC (Enteropathogenic Escherichia coli). E. coli 

jest jednym z najważniejszych organizmów modelowych w biologii molekularnej i 

biotechnologii. Używa się jej do produkcji insuliny, hormonów czy innych białek 

rekombinowanych (Sambrook i Russell, 2001). 

3.11.3 Plasmodium falciparum. 
 

Plasmodium falciparum to obligatoryjny pasożyt wewnątrzkomórkowy człowieka, 

powodujący najgroźniejszą formę malarii. Cykl życiowy obejmuje zarówno człowieka, jak i 

komary z rodzaju Anopheles, co sprawia, że jest wyjątkowo trudny do zwalczenia. Należy do 

typu Apicomplexa i wyróżnia się plastydem zwanym apicoplastem – pochodnym plastydów 

roślinnych – odpowiedzialnym za metabolizm lipidów, izoprenoidów i hemu, a jego unikalne 

szlaki metaboliczne stanowią cel dla wielu potencjalnych leków przeciwmalarycznych (R.F. 

Waller, 1998). Apicoplast powstał na skutek wtórej symbiozy z glonami, posiada 4 ściany 

komórkowe. Genom nuklearnego P. falciparum ma około 23 Mb (dokładnie 22,8–23,3 Mb), 

rozdzielony na 14 chromosomów o długości od ~0,64 do 3,3 Mb. Jest to genom, w którego 

składzie występuje najmniej GC wśród znanych eukariontów – tylko około 19–20 % GC, 
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czyli ponad 80 % par AT. W intronach i regionach międzygenowych zawartość AT sięga ~90 

%, a w kodujących sekwencjach oscyluje wokół 75 % AT (Gardner i in., 2002). 

W genomie zidentyfikowano około 5 300 genów kodujących białka. Genom zawiera mniej 

genów odpowiedzialnych za kodowanie enzymów i transporterów niż wolno żyjące 

eukarionty, ale zawiera rozbudowane rodziny genów związanych z unikaniem układu 

odpornościowego, takich jak var, rif, stevor, zlokalizowane głównie w regionach 

subtelomerowych. Regiony centralne chromosomów zawierają pojedyncze geny związane z 

podstawowymi procesami życiowymi, natomiast regiony subtelomerowe są bogate w 

wielokrotnie powtarzające się sekwencje, często związane ze zmiennością antygenową. P. 

falciparum posiada także dwa dodatkowe, mniejsze genomowe elementy: mitochondrium (~6 

kb, 3 geny, ~31,6 % GC) i apicoplast (~35 kb, 30 genów, ~13 % GC). Ekstremalnie wysoka 

zawartość AT czyni ten genom jednym z najtrudniejszych do analizy spośród wszystkich 

znanych eukariontów, ponieważ takie regiony łatwo tworzą struktury wtórne lub powodują 

„ślizganie się‖ polimerazy DNA. Programy bioinformatyczne mogą mylnie dopasowywać 

fragmenty, tworząc przerwy lub powtórzenia w końcowej sekwencji. Ponadto introny i 

regiony regulatorowe bogate w AT mogą być trudne do odróżnienia od genów. Fragmenty 

bogate w AT mają niższą temperaturę topnienia i mogą tworzyć niestabilne struktury, co 

utrudnia amplifikację i klonowanie w laboratorium, a jego struktura i zawartość genów 

odzwierciedlają wysoki stopień adaptacji do pasożytniczego trybu życia (Gardner i in., 2002). 

3.12 Szacowanie presji mutacyjnej w genomach 
 

Szacowanie presji mutacyjnej w genomach polegało na analizie kodonów 

odpowiedzialnych za kodowanie aminokwasów poczwórnie zdegenerowanych (4FD), czyli 

takich, których cztery kodony różnią się jedynie trzecim nukleotydem i kodują ten sam 

aminokwas, należą: 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 zostały 

obliczone względne frekwencje poszczególnych nukleotydów na 3 pozycji kodonów 

synonimicznych dla aminokwasów poczwórnie zdegenerowanych. Sumę wszystkich 

kodonów kończących się na dany aminokwas dzielono przez sumę wszystkich kodonów 

synonimicznych czterokrotnie zdegenerowanych i uzyskiwano względną frekwencję danego 

nukleotydu.   
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Z genomu zostały pobrane wszystkie sekwencje kodujące, następnie podzielono je na 

poszczególne kodony i zliczono ich frekwencję, potem obliczono względną zawartość 

kodonów poczwórnie zdegenerowanych kończących się na dany nukleotyd. Wyniki dla 

Escheria coli, Thermus Thermophilus oraz Plasmodium falciparum zostały przedstawione 

poniżej. Do analiz zakładanej presji mutacyjnej zostały wzięte tylko kodony poczwórnie 

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

Osawa, 1987). W związkuz tym, że na używalność kodonów synonimicznych działają różne 

czynniki selekcyjne, zakładana czysta presja mutacyjna powinna występować gdzieś w 

pobliżu tego rozkładu. Analiza rozkładu nukleotydów w pozycjach poczwórnie 

zdegenerowanych (4FD) ujawniła wyraźne różnice pomiędzy badanymi genomami (tabela 5). 

W genomie Escherichia coli uzyskano stosunkowo zrównoważony rozkład presji mutacyjnej, 

z wartościami oscylującymi wokół 0,25–0,26 dla A, T i G oraz nieco niższą zawartością C 

(0,23). Z kolei genom Thermus thermophilus, organizmu bogatego w GC, charakteryzował się 

znacznym przesunięciem w kierunku G i C (odpowiednio 0,31 i 0,30), kosztem zasad A i T 

(0,18 i 0,21). Odmienny obraz zaobserwowano w genomie pasożyta Plasmodium falciparum, 

którego skład jest silnie zdominowany przez pary AT – wartości presji mutacyjnej dla A i T 

wyniosły odpowiednio 0,31 i 0,28, natomiast dla G i C były wyraźnie niższe 0,17 i 0,24. 

Rozkład nukleotydów w pozycjach 4FD dobrze odzwierciedla ogólne tendencje mutacyjne 

danego genomu i może stanowić wiarygodne przybliżenie jego tła mutacyjnego. 

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

oszacowaną presję mutacyjną dla adeniny, tyminy, guaniny i cytozyny na podstawie 3 pozycji 

w kodonach poczwórnie zdegenerowanych (4FD) 

Nazwa organizmu Identyfikator w bazie NCBI A T G C 

Escherichia coli str. K-12 substr. 

MG1655 

Genome assembly ASM584v2 0.25 0.26 0.26 0.23 

Thermus thermophilus HB8 Genome assembly 

ASM9154v1 

0.18 0.21 0.31 0.30 

Plasmodium falciparum 3D7 Genome assembly 

GCA_000002765 

0.31 0.28 0.17 0.24 
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4. Wyniki 
 

W niniejszym rozdziale zostały uzyskane wyniki siły selekcji na poziomie 

aminokwasowym      
       uzyskane dla alternatywnych kodów genetycznych 

uwzględniając całe spektrum rozkładu stacjonarnego oraz różnych macierzy selekcyjnych 

oraz na rzeczywistych sekwencjach genomowych pobranych z bazy NCBI.  Wartości siły 

selekcji na poziomie aminokwasowym powodujące odchylenie używalność kodonów 

synonimicznych od rozkładu stacjonarnego, który wynikałby tylko z czystej presji mutacyjnej 

zostały ukazane w zależności od frakcji poszczególnych nukleotydów, bądź ich kombinacji. 

Wykresy sporządzono za pomocą języka R na podstawie uzyskanych wyników symulacji. Na 

osi pionowej przedstawiono uśrednioną maksymalną siłę selekcji      
      a na osi 

poziomej udziały nukleotydów w rozkładzie stacjonarnym   ,   ,   ,      lub ich sumy. 

Krzywe wygładzono za pomocą modeli addytywnych (GAM), co pozwala uchwycić 

nieliniowy charakter zależności. Dla rzeczywistych sekwencji wykonano również wykresy 

simpleksów rozkładów stacjonarnych nukleotydów oraz histogramy częstości obserwacji od 

wartości      
       , jak i analizę rozproszenie danych za pomocą wykresów odległości 

Kulback-Leibniz od      
      . 

4.1. Wpływ selekcji aminokwasowej na używalnośd kodonów synonimicznych w 

odniesieniu do właściwości fizykochemicznych aminokwasów.  

 

W tej części pracy oceniono, w jakim stopniu dobór różnych macierzy selekcyjnych 

opisujących odmienne właściwości aminokwasów zmienia oszacowane siły selekcji 

aminokwasowej względem rozkładów wynikających z presji mutacyjnej. Analizy wykonano 

dla dziewięciu macierzy: GRAR740104 (Grantham — polarność, skład chemiczny i 

objętość), BLAM930101 (helikalność α), BIOV880101 (struktura drugorzędowa), 

MAXF760101 (konformacje), TSAJ990101 (rozmiary grup atomowych), NAKH920108 

(białka błonowe), CEDJ970104 (lokalizacja komórkowa), LIFS790101 (β-kartki) oraz 

MIYS990104 (energie oddziaływań reszt białkowych). 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-Właściwości fizykochemiczne 

 

Analizując rozkłady stacjonarne pojedynczych nukleotydów można zauważyć zmiany 

w wartości       
    , które sugerują, że że określone konfiguracje presji mutacyjnej nie 

pozostają neutralne wobec selekcji na poziomie aminokwasowym. Ponieważ dla zadanej 

frakcji nukleotydów obliczone zostały więcej niż jedna wartość   
    , stąd aby opisać 

zachowanie siły selekcji pzry pomocy jednej liczby zastosowano mediane      
      W 

niektórych przypadkach przewaga jednej zasady – na przykład adeniny lub tyminy – 

prowadzi do istotnego nasilenia efektów selekcyjnych, co wynika z częstszej obecności 

kodonów narażonych na transformację w sygnały terminacyjne bądź w kodony sprzyjające 

radykalnym substytucjom aminokwasowym. Odwrotnie, przewaga cytozyny lub guaniny 

tworzy bardziej konserwatywne tło mutacyjne, w którym potencjalne zmiany są częściej 

ograniczone do podstawień chemicznie mniej kosztownych.Tego rodzaju różnice ujawniają, 

że siła selekcji aminokwasowej nie jest zjawiskiem stałym, lecz w znacznym stopniu zależy 

od układu proporcji nukleotydowych. Wzrost lub spadek (     
     można zatem traktować 

jako miarę tego, w jakim stopniu dane środowisko mutacyjne sprzyja ujawnianiu się selekcji. 

 

 

 

 

 

 

 

48:82315



49 
 
 

 

Figura 3. Zależność      
    od rozkładu stacjonarnego adeniny dla macierzy selekcyjnych 

dla kodu 1. Największe wartości osiąga macierz GRAR740104(Grantham, 1974), najmniejsze 

MYIS990104. 

W przypadku adeniny (Fig.3) analiza uzyskanych wyników wskazuje, że na wyraźny 

trend rosnący siły selekcji aminokwasowej      
      wraz ze wzrostem frakcji adeniny w 

tle mutacyjnym. Z tego wynika, że była spójna dla wszystkich zastosowanych macierzy 

selekcyjnych i charakteryzowała się systematycznym wzrostem wartości , bez widocznych 

lokalnych minimów. Innymi słowy, im większy udział adeniny generowany jest przez procesy 

mutacyjne, tym silniejsza kompensacja selekcyjna jest wymuszana w celu ograniczenia 

skutków substytucji aminokwasowych. Wyjaśnienie tej obserwacji można odnaleźć w 

strukturze kodu genetycznego. Obecność adeniny w drugiej pozycji kodonu w rezultacie 

prowadzi do kodowania przede wszystkim aminokwasów o charakterze hydrofilowym lub 

naładowanym, takich jak asparagina (AAT/AAC), lizyna  (AAA/AAG), kwas asparaginowy  

(GAT/GAC), kwas glutaminowy  (GAA/GAG). Substytucje prowadzące do takich reszt bądź 

od nich odchodzące mają charakter chemicznie skrajny w sensie Granthama (Grantham, 

1974), gdyż wiążą się ze zmianą polarności, ładunku lub objętości bocznego łańcucha. To 

sprawia, że przewagę macierzy GRAR740104, które silnie różnicują kosztowność zmian 

aminokwasowych w zależności od ich charakteru chemicznego. 

Szczególnie istotnym aspektem jest możliwość powstawania kodonów stop w wyniku 

mutacji związanych ze wzrostem częstości adeniny. Przykładowo, mutacja w kodonie 

TAT/TAC (tyrozyna) może prowadzić do powstania kodonu TAA, który pełni funkcję 

sygnału terminacyjnego translacji. Podobnie, zmiana w kodonie CAG (asparagina), lizyna  
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(AAG), , kwas glutaminowy  (GAG) w kierunku TAG również w rezultacie prowadzi do 

kodonu stop. Tego rodzaju mutacje są najbardziej kosztowne, gdyż prowadzą do 

przedwczesnego zakończenia syntezy białka. Selekcja aminokwasowa działa, więc nie tylko 

ze względu na chemiczną radykalność zmiany aminokwasu, lecz również w celu 

minimalizacji ryzyka powstawania kodonów terminacyjnych. 

Na uwagę zasługują także mutacje skutkujące przejściem pomiędzy resztami o 

skrajnie odmiennych właściwościach chemicznych. Na przykład, mutacja w kierunku 

(AAA/AAG) w rezultacie prowadzi do kodowania lizyny (dodatnio naładowanej), podczas 

gdy sąsiednie kodony mogą kodować leucynę lub metioninę, reszty hydrofobowe. Takie 

przejścia są skrajnie kosztowne pod względem energetycznym i funkcjonalnym Z tego 

wynika, że macierze uwzględniające parametry chemiczne wykazują najwyższą czułość na 

wzrost frakcji adeniny. 

 

Figura 4. Zależność      
    od rozkładu stacjonarnego tyminy dla macierzy selekcyjnych 

dla kodu 1. Największe wartości osiąga macierz GRAR740104 (Grantham, 1974), 

najmniejsze MYIS990104. 

Z analizy zależności      
     od frakcji tyminy (Fig. 4) wynika, że, że wzrost 

częstości tego nukleotydu w rezultacie prowadzi do systematycznego zwiększania siły 

selekcji aminokwasowej      
    . Efekt ten, podobnie jak w przypadku adeniny, jest stały, 

przy czym zaznacza się różnicowanie pomiędzy zastosowanymi macierzami selekcyjnymi. 

Szczególnie wyraźną reakcję warto zauważyć, że dla macierzy Granthama (GRAR740104), 

natomiast macierze oparte na energiach kontaktowych (np. MYIS990104) wykazują niższe 

wartości.      
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Obecność tyminy  w drugiej pozycji kodonu promuje kodowanie aminokwasów 

hydrofobowych, takich jak leucyna (TTA/TTG, CTT/CTC/CTA/CTG), walina 

(GTT/GTC/GTA/GTG), fenyloalanina (TTT/TTC), izoleucyna (ATT/ATC/ATA). 

Zwiększenie frakcji tyminy w rozkładzie stacjonarnym powoduje więc przesunięcie w 

kierunku reszt hydrofobowych. Mutacje prowadzące do zastąpienia reszt hydrofobowych 

przez reszty polarne lub naładowane – bądź odwrotnie – mają charakter chemicznie skrajny w 

sensie Granthama (Grantham, 1974), co sprawia, że wysokie wartości obserwowane w 

macierzy GRAR740104. 

Dodatkowym czynnikiem selekcyjnym jest zwiększona podatność na powstawanie 

kodonów terminacyjnych w warunkach wysokiego udziału tyminy. Przykładowo, kodony 

TAA,TGA i TAG pełnią funkcję sygnałów stop, które mogą powstawać w wyniku 

pojedynczych mutacji w sąsiednich kodonach. Takie mutacje należą do najbardziej 

kosztownych selekcyjnie, gdyż prowadzą do przedwczesnego zakończenia translacji(Sharp i 

Li, 1986). Wysoki udział T zwiększa więc ryzyko generowania kodonów stop, co dodatkowo 

wzmacnia presję selekcyjną. 

 

Figura 5. Zależność      
    od rozkładu stacjonarnego guaniny dla macierzy selekcyjnych 

dla kodu 1. Największe wartości osiąga macierz GRAR740104 (Grantham, 1974), 

najmniejsze MYIS990104. 

W analizie przedstawionych danych zależności pomiędzy frakcją guaniny (Fig.5) a 

siłą selekcji aminokwasowej      
     wykazuje charakterystyczny, nieliniowy kształt 

krzywych w postaci litery U. Wysokie wartości rejestrowane są zarówno przy niskich, jak i 

wysokich frakcjach guaniny, natomiast minimum można zaobserwować przy wartościach 
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pośrednich (~0,3–0,5).  W skrajnych składach nukleotydowych, gdzie dominuje guanina lub 

jest ona niemal całkowicie eliminowana, dochodzi do zagęszczania kodonów w obrębie 

ograniczonych rodzin synonimicznych. Przy wysokiej częstości G w trzeciej pozycji często 

występują końcówki NNG kodujące m.in. glicynę (GGG), alaninę (GCG), treoninę (ACG) i 

prolinę (CCG). Zmiana w trzeciej pozycji tych rodzin jest na ogół synonimiczna, natomiast 

pojedyncze mutacje w pierwszej lub drugiej pozycji mogą łatwo prowadzić do zmiany klasy 

chemicznej reszty GCG → GAG (Ala → Glu: niepolarna → kwaśna), ACG → AGG (Thr → 

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

AGG (Gly → Arg: mała niepolarna → zasadowa).To zwiększa koszt selekcyjny, szczególnie 

widoczny w macierzach uwzględniających różnice polarności i objętości, takich jak 

GRAR740104 (Grantham, 1974). Natomiast w składach pośrednich (~0,3–0,5 frakcji G) 

dostępnych jest więcej dostępnych synonimicznych kodonów, które minimalizują skutki 

mutacji. W takich warunkach mutacje mogą zachodzić wewnątrz rodzin kodonów, nie 

powodując zmiany aminokwasu, bądź prowadząc do substytucji chemicznie 

konserwatywnych. To sprawia, że obserwowane jest obniżenie wartości      
     w tym 

zakresie. 

 

Figura 6. Zależność      
    od rozkładu stacjonarnego cytozyny dla macierzy 

selekcyjnych dla kodu 1. Największe wartości osiąga macierz GRAR740104 (Grantham, 

1974), najmniejsze MYIS990104. 

Zależności pomiędzy frakcją cytozyny (Fig.6) a siłą selekcji aminokwasowej 

      
     wskazuje, że obraz zbliżony jest do tego obserwowanego dla guaniny, z 

charakterystycznym profilem w kształcie litery U. Wysokie wartości pojawiają się przy 
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niskich i wysokich frakcjach cytozyny, natomiast minimum obserwowane jest przy 

wartościach pośrednich (~0,3–0,4)  wysoka zawartość cytozyny faworyzuje kodony kończące 

się na C jak glicyna (GGC), alanina  (GCC), treonina  (ACC), prolina  (CCC). Kształt 

wykresu jest podobny do wykresu dla guaniny i również może wynikać z nierównomiernego 

rozmieszczenia rodzin kodonów o różnym stopniu degeneracji. Mogą występować też 

mutacje radyklane GAC → GGC (Asp → Gly: kwaśna → niepolarna mała), TGC → CGC 

(Cys → Arg: polarna → zasadowa), CAC → CGC (His → Arg: częściowo polarna → silnie 

zasadowa). Największe wartości odnotowano dla macierzy Granthama (GAR740104), 

natomiast najmniejsze dla macierzy MYIS990104. 

4.1.2. Frakcje złożone: AT, GC, pirymidyny, puryny, pary mieszane-Właściwości 

fizykochemiczne 
Kiedy analizujemy frakcje złożone, efekt selekcji na poziomie aminokwasowym na 

używalność kodonów staje się jeszcze bardziej wyraźny 

 

                

Figura 7. Zależność      
    od rozkładu stacjonarnego adeniny i tyminy dla macierzy 

selekcyjnych dla kodu 1. Największe wartości osiąga macierz GRAR740104 (Grantham, 

1974), najmniejsze MYIS990104. 

W analizie przedstawionych danych  zależności pomiędzy frakcją A+T (Fig.7) a siłą 

selekcji aminokwasowej      
    .Wskazuje, że wyraźny trend rosnący kosztu selekcyjnego 

wraz ze zwiększaniem się udziału nukleotydów A i T.  Najniższe wartości odnotowywane są 

w zakresie umiarkowanych wartości AT (~0,3–0,5), natomiast w warunkach skrajnie 
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wysokiego udziału AT krzywe gwałtownie rosną. Wynik ten wskazuje, że rozkłady 

stacjonarne przesunięte w kierunku AT powodują więcej mutacji prowadzących do 

radykalnych zmian aminokwasowych lub kodonów terminacyjnych, selekcja przeciwdziała 

takim zmianom. Wysoka zawartość adeniny i tyminy w kodonach sprzyja kodowaniu 

aminokwasów o odmiennych właściwościach chemicznych. Adenina w drugiej pozycji 

promuje reszty hydrofilowe — w tym aminokwasy naładowane: lizynę (AAA, AAG), kwas 

asparaginowy (GAT, GAC) i kwas glutaminowy (GAA, GAG) oraz polarne nieobdarzone 

ładunkiem: asparaginę (AAT, AAC).— podczas gdy tymina w tej samej pozycji faworyzuje 

aminokwasy hydrofobowe, takie jak leucyna (TTA/TTG, CTT/CTC/CTA/CTG), walina 

(GTT/GTC/GTA/GTG), fenyloalanina (TTT/TTC) oraz izoleucyna (ATT/ATC/ATA). 

Połączenie wysokiego udziału A i T zwiększa ryzyko mutacji prowadzących do przejść 

pomiędzy klasami chemicznymi aminokwasów, co znacząco podnosi wartość       
    . 

Dodatkowo, większość kodonów stop w standardowym kodzie genetycznym (TAA, TAG, 

TGA) zawiera A i/lub T, wzrost frakcji AT zwiększa więc prawdopodobieństwo powstawania 

mutacji typu nonsense. 

Zróżnicowanie pomiędzy macierzami selekcyjnymi jest szczególnie wyraźne w skrajnych 

zakresach. Macierz Granthama (GRAR740104) przewiduje największe wartości , akcentując 

znaczenie skoków polarności i objętości bocznych łańcuchów (Grantham, 1974). z kolei 

macierz MYIS990104, oparta na energiach kontaktowych, wykazuje znacznie niższą czułość 

na takie zmiany. Zjawisko to pozostaje w zgodzie z obserwacjami (Hershberg i Petrov, 2008), 

którzy wykazali, że mutacja w genomach bakteryjnych jest generalnie ukierunkowana w 

stronę AT. 
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Figura 8. Zależność      
    od rozkładu stacjonarnego guaniny i cytozyny dla macierzy 

selekcyjnych dla kodu 1. Największe wartości osiąga macierz GRAR740104 (Grantham, 

1974), najmniejsze MYIS990104. 

W analizie przedstawionych danych zależności pomiędzy frakcją GC (Fig.8) a siłą 

selekcji aminokwasowej       
     wskazuje na wyraźny spadek wraz ze wzrostem udziału 

nukleotydów G i C. Najwyższe wartości rejestrowane są w zakresie niskiego GC, natomiast 

przy wysokim GC selekcja wyraźnie słabnie. Minimum można zaobserwować przy 

umiarkowanie wysokich wartościach (~0,6–0,7), co można interpretować jako strefę, gdzie 

wpływ siły selekcji zanika i używalność wynika w większym stopniu z procesów 

mutacyjnych.Wysoka zawartość GC sprzyja ekspansji rodzin czterokrotnie zdegenerowanych 

(4FD), takich jak: alanina (GCT/GCC/GCA/GCG), prolina (CCT/CCC/CCA/CCG), glicyna 

(GGT/GGC/GGA/GGG), treonina (ACT/ACC/ACA/ACG), walina (GTT/GTC/GTA/GTG) 

oraz sześciozdegenerowaną rodzine seryny (TCT/TCC/TCA/TCG, AGT/AGC). Bogactwo 

tych rodzin zwiększa prawdopodobieństwo, że mutacje będą zachodziły w obrębie kodonów 

synonimicznych, co ogranicza liczbę zmian aminokwasowych i obniża koszt selekcyjny. W 

efekcie dochodzi do „rozproszenia‖ presji w obrębie rodzin kodonowych i tłumienia sygnału 

selekcji aminokwasowej. Najniższe wartości obserwowane przy wysokim GC można 

interpretować, jako strefę, w której liczba wariatów mutacji synonimicznych jest największa, 

a zmiany chemicznie radykalne pojawiają się rzadziej.  Różnice pomiędzy macierzami 

selekcyjnymi są najbardziej widoczne przy niskim GC, gdzie dominacja macierzy Granthama 

(GRAR740104) potwierdza znaczenie różnic polarności i objętości bocznych łańcuchów 

aminokwasów (Grantham, 1974). Wraz ze wzrostem frakcji GC różnice te stają się coraz 
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mniejsze, ponieważ mutacje częściej zachodzą w obrębie rodzin wielokrotnie 

zdegenerowanych, co maskuje efekt chemicznie radykalnych substytucji. 

Uzyskane wyniki są zgodne z wcześniejszymi obserwacjami, które wykazały, że skład 

GC genomów wpływa na profile używalności kodonów, oraz z modelem równowagi 

pomiędzy selekcją, mutacją a dryfem genetycznym (Bulmer, 1991), według którego bogactwo 

GC sprzyja większej roli mutacji neutralnych. Podobne wnioski wyciągnęli Chen in. (2004) 

(S.L. Chen), pokazując, że wysokie wartości GC są powiązane z redukcją wpływu siły 

selekcji na używalność kodonów synonimicznych i większą rolą procesów mutacyjnych. 

 Wynik ten jest spójny z klasycznymi analizami Sueoki (1988), który podkreślił rolę tendencji 

mutacyjnych w kierunku GC w ewolucji molekularnej. Podobne wnioski formułowali eyre-

Walker i Keightley (2007), analizując rozkład efektów dostosowawyczych (fitness effects) 

nowych mutacji. Mechanizm ten wpisuje się również w obserwacje Chamary i Hurst (2006), 

którzy dowodzili, że mutacje synonimiczne mogą podlegać selekcji ze względu na wpływ na 

strukturę mRNA. Kierunkowe użycie kodonów zostało też opisane w klasycznej pracy Sharpa 

i Li (1987), wprowadzającej indeks adaptacji kodonów (CAI). 

 

 

Figura 9. Zależność      
    od rozkładu stacjonarnego tyminy i cytozyny dla macierzy 

selekcyjnych dla kodu 1. Największe wartości osiąga macierz GRAR740104 (Grantham, 

1974), najmniejsze MYIS990104. 

W analizie przedstawionych danych  zależności pomiędzy frakcją TC (Fig.9) a siłą 

selekcji aminokwasowej      
       wskazuje, że nieliniowy profil w kształcie litery U. 

ponadto, najwyższe wartości odnotowywane są przy niskich frakcjach TC, następnie krzywe 
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opadają do minimum (~0,3–0,5), po czym ponownie rosną przy wysokich wartościach 

pyrimidyn. Wysoka zawartość cytozyny faworyzuje rodziny czterokrotnie zdegenerowane 

takie jak alanina (GCT/GCC/GCA/GCG), prolina (CCT/CCC/CCA/CCG), treonina 

(ACT/ACC/ACA/ACG), sześciokrotnie zdegenerowaną rodzine seryny 

(TCT/TCC/TCA/TCG, AGT/AGC). Obecność tych rodzin zmniejsza prawdopodobieństwo 

występowania chemicznie radykalnych zmian, co w rezultacie prowadzi do obniżenia kosztu 

selekcyjnego. Z kolei obecność tyminy w drugiej pozycji kodonu promuje aminokwasy 

hydrofobowe, takie jak leucyna (TTA/TTG, CTT/CTC/CTA/CTG), walina 

(GTT/GTC/GTA/GTG), fenyloalanina (TTT/TTC) oraz izoleucyna (ATT/ATC/ATA). 

Mutacje prowadzące od reszt hydrofobowych do polarnych lub naładowanych są selekcyjnie 

kosztowne. Przy niskich wartościach T+C udział reszt hydrofobowych jest zredukowany, a 

mutacje częściej prowadzą do zmian chemicznie radykalnych, co skutkuje wysokimi 

wartościami      
     w tym zakresie. 

Minimum obserwowane w zakresie umiarkowanych wartości TC (~0,3–0,5) wskazuje, że na 

strefę największej minimalizacja konsekwencji mutacji, gdzie równowaga pomiędzy 

rodzinami hydrofobowymi i konserwatywnymi sprzyja substytucjom synonimicznym i 

chemicznie konserwatywnym. Wysokie wartości  przy skrajnie dużych frakcjach pyrimidyn 

wynikają natomiast z ograniczenia dostępnych ścieżek synonimicznych i większego 

prawdopodobieństwa zmian klas chemicznych aminokwasów. 

Najwyższe wartości we wszystkich zakresach przewiduje macierz Ganthama (GRAR740104), 

która akcentuje koszty związane ze zmianami polarności i objętości bocznych łańcuchów 

aminokwasowych (Grantham, 1974). Macierze oparte na energiach kontaktowych 

(MYIS990104) reagują słabiej. Różnice pomiędzy macierzami są szczególnie wyraźne przy 

niskim i wysokim TC. 
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Figura 10. Zależność      
    od rozkładu stacjonarnego adeniny i guaniny dla macierzy 

selekcyjnych dla kodu 1. Największe wartości osiąga macierz GRAR740104 (Grantham, 

1974), najmniejsze MYIS990104. 

Zależności pomiędzy frakcją AG (puryn) (Fig.10) a siłą selekcji aminokwasowej  

     
     wskazuje, że na nieliniowy profil w kształcie litery u. najniższe wartości  

odnotowywane są przy frakcjach pośrednich (~0,3–0,5), gdzie wartości spadają do około 1,0–

1,3. W tym zakresie udział puryn i pirymidyn jest względnie zrównoważony, a dostępność 

możliwych przejść synonimicznych amortyzuje koszty mutacji, co w rezultacie prowadzi do 

najsilniejszym tłumieniem efektów selekcji aminokwasowej.Wraz ze wzrostem frakcji AG 

powyżej 0,7 warto zauważyć, że gwałtowny wzrost, który dla macierzy Granthama 

(GRAR740104) przekracza wartości 3,5–4,0. Wysoki udział puryn sugeruje zwiększoną 

częstość kodonów z A lub G w drugiej pozycji, które kodują aminokwasy o skrajnych 

właściwościach chemicznych. Adenina sprzyja resztom hydrofilowym, w tym naładowanym: 

asparaginie (AAT, AAC; polarna, neutralna), lizynie (AAA, AAG; zasadowa, dodatnio 

naładowana), kwasowi asparaginowemu (GAT, GAC; kwaśny, ujemnie naładowany) oraz 

kwasowi glutaminowemu (GAA, GAG; kwaśny, ujemnie naładowany), natomiast guanina 

odpowiada za kodony warunkujące m.in. serynę (AGT, AGC; polarna, neutralna), argininę 

(AGA, AGG; zasadowa, dodatnio naładowana), glicynę (GGT, GGC, GGA, GGG; mała, 

niepolarna) oraz tryptofan (TGG; aromatyczna, częściowo hydrofobowa). Mutacje w takich 

kontekstach częściej prowadzą do przejść pomiędzy resztami hydrofobowymi a polarnymi lub 

naładowanymi, co generuje chemicznie radykalne zmiany i zwiększa koszt selekcyjny. 
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Podobny wzrost widoczny jest przy niskich frakcjach AG (<0,2), gdzie dominują pirymidyny 

TC. Dominacja pirymidyn (T i C) w drugiej pozycji kodonu sprzyja zwiększonemu udziałowi 

rodzin kodonowych kodujących aminokwasy hydrofobowe, takie jak leucyna, walina, 

izoleucyna i fenyloalanina. Mutacje w tych układach częściej prowadzą do zmian klas 

chemicznych aminokwasów, co dodatkowo zwiększa koszt selekcyjny.Różnice pomiędzy 

macierzami selekcyjnymi są najbardziej widoczne w skrajnych zakresach AG. Macierz 

GRAR740104 konsekwentnie przewiduje największe wartości, podkreślając znaczenie różnic 

polarności i objętości bocznych łańcuchów aminokwasowych (Grantham, 1974). Z kolei 

macierze oparte na energiach kontaktowych, takie jak MYIS990104, wykazują znacznie 

niższe wartości (1,0–2,0), co wskazuje, że na mniejszą wrażliwość na chemiczną radykalność 

pojedynczych substytucji. Warto zauważyć, że w zakresie pośrednich frakcji AG wartości 

przewidywane przez różne macierze dążą do podobnych wartości, co sugeruje, że w tym 

zakresie dominują mutacje synonimiczne lub chemicznie konserwatywne. 

 

 

  

Figura 11. Zależność      
    od rozkładu stacjonarnego adeniny i cytozyny dla macierzy 

selekcyjnych dla kodu 1. Największe wartości osiąga macierz GRAR740104 (Grantham, 

1974), najmniejsze MYIS990104. 

W analizie przedstawionych danych zależności pomiędzy frakcją AC (Fig. 11) a siłą 

selekcji aminokwasowej      
     widać charakterystyczny profil w kształcie litery U. 

Najniższe wartości rejestrowane są przy umiarkowanych frakcjach (~0,3–0,4), gdzie wartości 

spadają do około 1,0–1,3. W tym zakresie udział adeniny i cytozyny jest względnie 
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zrównoważony, a dostępność możliwych mutacji synonimicznych amortyzuje koszty mutacji, 

prowadząc do najsłabszego sygnału selekcji. 

Wraz ze wzrostem frakcji A+C powyżej 0,7 można zauważyć wyraźny wzrost      
     , 

który dla macierzy Granthama (GRAR740104) osiąga wartości przekraczające 3,5. Wysoki 

udział adeniny i cytozyny w tle mutacyjnym sprzyja nadreprezentacji kodonów, które w 

drugiej pozycji zawierają A lub C. Adenina preferuje aminokwasy hydrofilowe, w tym 

naładowane — asparaginę (AAT, AAC), lizynę (AAA, AAG), kwas asparaginowy (GAT, 

GAC) oraz kwas glutaminowy (GAA, GAG) — podczas gdy cytozyna wiąże się głównie z 

resztami polarnymi i małymi, 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 układzie częściej skutkują przejściami pomiędzy 

klasami chemicznymi aminokwasów, prowadząc do chemicznie radykalnych zmian i 

zwiększonego kosztu selekcyjnego.Analogicznie, Przy niskich frakcjach A i C (<0,2) 

wartości me(F_π^max) rosną do około 2,0. Niedobór adeniny i cytozyny oznacza przewagę 

guaniny i tyminy, co sprzyja kodonom kodującym 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 

częściej prowadzą do przejść pomiędzy resztami hydrofobowymi a polarnymi lub 

naładowanymi, co skutkuje chemicznie radykalnymi zmianami i podwyższa koszt 

selekcyjny.Różnice pomiędzy macierzami selekcyjnymi są najbardziej wyraźne w skrajnych 

zakresach AC. Macierz GRAR740104 utrzymuje największe wartości , podkreślając 

znaczenie różnic polarności i objętości bocznych łańcuchów aminokwasów (Grantham, 

1974). Natomiast Macierze oparte na energiach kontaktowych (MYIS990104) wykazują 

niższe wartości (~1,0–2,0), w zakresie pośrednich frakcji AC wartości przewidywane przez 

inne badane macierze zbliżają się do siebie. 
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Figura 12. Zależność      
    od rozkładu stacjonarnego tyminy i guaniny dla macierzy 

selekcyjnych dla kodu 1. Największe wartości osiąga macierz GRAR740104 (Grantham, 

1974), najmniejsze MYIS990104. 

W analizie przedstawionych danych  zależności pomiędzy frakcją TG (Fig. 12) a siłą 

selekcji aminokwasowej    wskazuje, że na wyraźny profil w kształcie litery U. Najwyższe 

wartości  obserwowane są przy niskich frakcjach TG (<0,2), gdzie dla macierzy Granthama 

(GRAR7400104) przekraczają 3,0, a dla pozostałych macierzy osiągają wartości około 2,0. W 

miarę wzrostu frakcji TG wartości  maleją, osiągając minimum (~1,0–1,3) przy 

umiarkowanych zakresach (0,4–0,6). następnie krzywe ponownie rosną, osiągając wartości 

1,5–2,0 przy wysokim T+G (>0,8). Niskie wartości TG oznaczają przewagę nukleotydów A i 

C, co sprzyja kodonom dla reszt polarnych i naładowanych, takich jak asparagina (AAT, 

AAC), lizyna (AAA, AAG), kwas asparaginowy (GAT, GAC) oraz kwas glutaminowy 

(GAA, GAG), a także dla reszt małych i polarnych, do których należą glicyna (GGT, GGC, 

GGA, GGG), alanina (GCT, GCC, GCA, GCG), treonina (ACT, ACC, ACA, ACG), prolina 

(CCT, CCC, CCA, CCG) oraz seryna (TCT, TCC, TCA, TCG; AGT, AGC). W takim 

układzie mutacje częściej skutkują przejściami w kierunku reszt hydrofobowych, co stanowi 

chemicznie radykalną zmianę i generuje wysoki koszt selekcyjny.To sprawia, że wartości Fπ 

osiągają szczególnie wysokie poziomy przy niskim TG. Z kolei minimum przy 

umiarkowanych wartościach (0,4–0,6) wskazuje na stan bardziej zrównoważony. Tymina i 

guanina dostarczają wówczas kodonów zarówno 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 małych, 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 układzie szeroka dostępność 

kodonów synonimicznych i konserwatywnych substytucji ogranicza koszt selekcyjny, 

prowadząc do najsłabszego sygnału selekcji aminokwasowej. Przy wysokich frakcjach TG 

(>0,8) wartości  ponownie rosną, choć mniej stromo niż przy niskich TG. Wysoki udział tych 

nukleotydów wzmacnia obecność rodzin hydrofobowych i kodonów bogatych w GC, co 

zwiększa prawdopodobieństwo mutacji prowadzących do zmian klas chemicznych 

aminokwasów i umiarkowanie podnosi koszt selekcyjny. 

Różnice pomiędzy macierzami selekcyjnymi są największe przy niskim TG. GRAR740104 

przewiduje największe wartości, akcentując koszty wynikające ze skoków w polarności i 

objętości bocznych łańcuchów aminokwasowych (Grantham, 1974). Macierze oparte na 

energiach kontaktowych (MYIS990104) wykazują znacznie niższe wartości (~1,0–2,0), 

wskazując na mniejszą wrażliwość na chemiczną radykalność zmian. W zakresie minimum 

(0,4–0,6) różnice pomiędzy macierzami są najmniejsze, co odzwierciedla dominację przejść 

konserwatywnych i synonimicznych.  

W celu ilościowej charakterystyki uzyskanych wyników przeprowadzono analizę 

statystyk opisowych oraz skupień dla wartości siły selekcji      
    . Zestawienia obejmują 

podstawowe miary tendencji centralnej (średnia, mediana) i rozproszenia (minimum, 

maksimum, odchylenie standardowe), a także rozkłady stacjonarne odpowiadające 

wartościom skrajnym. Dodatkowo wykorzystano metodę k-means do wyodrębnienia grup 

macierzy o zbliżonym profilu działania. Takie podejście pozwala uchwycić zarówno ogólne 

wzorce, jak i specyfikę poszczególnych macierzy, a także wskazać kontrasty pomiędzy 

wariantami ujawniającymi silny sygnał selekcyjny a tymi, które działają w sposób bardziej 

stabilny i tłumiący. 

Tabela 6. Podstawowe statystyki minimum, maksimum, mediana, średnia odchylenie 

standardowe obliczone dla   
    i rozkładów stacjonarnych  nukleotydów w zależności od 

użytej macierzy dla kodu 1. 

macierz Min Median Srednia Max SD 

BIOV880101 0.217935 1.355545 1.428311 6.39043 0.585077 

BLAM930101 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 

MYIS990104 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 siły selekcji 

  
    dla poszczególnych macierzy kosztów aminokwasowych, obejmujące wartości 

minimalne i maksymalne, mediany, średnie oraz odchylenia standardowe. Analiza tych 

danych pozwala uchwycić ogólne wzorce oraz zróżnicowanie intensywności selekcji w 

zależności od zastosowanej macierzy. 

Najbardziej wyrazistym przypadkiem jest macierz GRAR740104, która charakteryzuje 

się najwyższą średnią wartością   
    (≈1,88), największą medianą (≈1,70) oraz 

zdecydowanie najwyższym maksimum (ponad 9,0). Towarzyszy temu również najwyższe 

odchylenie standardowe (≈0,90), świadczące o dużej zmienności pomiędzy poszczególnymi 

rozkładami nukleotydowymi. Takie zestawienie wskazuje, że ta macierz ujawnia nie tylko 

silny efekt selekcji aminokwasowej, ale również wyjątkową wrażliwość na zmiany w tle 

mutacyjnym. GRAR stanowi więc przykład macierzy, która wzmacnia sygnał selekcyjny i 

pozwala wychwycić zarówno sytuacje ekstremalne, jak i szeroki zakres wartości pośrednich. 

Zupełnie inny obraz wyłania się z analizy macierzy MYIS990104. Średnia wartość   
    nie 

przekracza 1,0, mediana jest najniższa ze wszystkich analizowanych przypadków, a 

maksimum wynosi jedynie 4,79. Odchylenie standardowe (≈0,47) pozostaje najniższe w 

całym zestawieniu, co świadczy o niewielkim rozproszeniu i stabilnym profilu wartości. 

Oznacza to, że w ujęciu tej macierzy selekcja aminokwasowa działa stosunkowo słabo i 

jednorodnie, a mutacyjne tło odgrywa rolę dominującą. 

Pozostałe macierze (BIOV880101, BLAM930101, CEDJ970104, LIFS790101, 

MAXF760101, NAKH920108, TSAJ990101) zajmują pozycję pośrednią. Średnie wartości 

mieszczą się w przedziale 1,3–1,5, maksima osiągają poziom od około 5,9 do 7,3, a 

odchylenia standardowe pozostają na poziomie 0,57–0,66. Ten zakres wskazuje, że siła 

selekcji w tych macierzach jest umiarkowana i bardziej stabilna niż w GRAR740104, ale 

wyraźniejsza niż w MYIS990104. 

Podsumowując, dane z Tabeli 6 pokazują, że macierz GRAR740104 stanowi 

przypadek szczególnie intensywnej i zmiennej selekcji, MYIS990104 reprezentuje profil 
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tłumienia efektów selekcyjnych i stabilności, natomiast pozostałe macierze tworzą szeroką 

grupę pośrednią o umiarkowanej sile selekcji. Takie zestawienie podkreśla znaczenie doboru 

macierzy kosztów w modelach analizy, ponieważ wpływa on bezpośrednio na uzyskane 

wartości i ich interpretację. 

 

Tabela 7. Minimalne wartości   
    dla rozkładów 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 MYIS990104 

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 wartości siły selekcji   
    dla poszczególnych macierzy 

kosztów aminokwasowych wraz z odpowiadającymi im rozkładami stacjonarnymi 

nukleotydów. Zakres uzyskanych wartości mieści się w przedziale od 0,2085 do 0,2740, co 

oznacza, że nawet w najbardziej sprzyjających warunkach mutacyjnych selekcja 

aminokwasowa może zostać znacząco stłumiona i ustąpić miejsca dominującej presji 

mutacyjnej. 

W większości macierzy minimalne wartości pojawiają się w układach silnie 

przesuniętych w stronę przewagi cytozyny i guaniny. Typowy profil charakteryzuje się 

udziałem C na poziomie 60–68% oraz G na poziomie 20–26%, podczas gdy adenina i tymina 

ograniczone są do zaledwie 5–10%. Tego rodzaju wzorzec powtarza się w wielu 

przypadkach, m.in. w macierzach BLAM930101, MYIS990104, NAKH920108 czy 

TSAJ990101. Obecność cytozyny jako dominującej zasady oraz towarzyszącej jej 

umiarkowanej przewagi guaniny jednoznacznie wskazuje, że genomy bogate w GC sprzyjają 

minimalizacji wpływu selekcji aminokwasowej. 
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Pewne zróżnicowanie widać w układach, w których dodatkowo podwyższony zostaje 

udział tyminy, jak w macierzy BIOV880101 (   = 0,13,    = 0,7). W takim przypadku 

selekcja również osiąga niskie wartości, co sugeruje, że mechanizm osłabienia selekcji nie 

ogranicza się wyłącznie do przewagi cytozyny, ale obejmuje szerzej konfiguracje z silną 

asymetrią nukleotydową. Podobny charakter mają wyniki dla macierzy CEDJ970104 i 

MAXF760101, w których minima obserwowane są przy relatywnie wyższych udziałach 

tyminy (10–14%), przy jednoczesnej dominacji G i C. 

Interpretacja Tabeli 7 prowadzi do wniosku, że najniższe wartości siły selekcji 

ujawniają się w warunkach silnie spolaryzowanego tła mutacyjnego. Dominacja cytozyny, 

często wspierana przez guaninę, skutecznie tłumi efekt selekcyjny, a wzrost udziału A i T 

jedynie w niewielkim stopniu zmienia ten obraz. Oznacza to, że w układach nukleotydowych 

przesuniętych ku GC selekcja aminokwasowa ma ograniczone znaczenie i staje się 

komponentem wtórnym wobec presji mutacyjnej. 

 

Tabela 8. Rozkłady stacjonarne maksymalizujące   
    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 MYIS920108 

 

Tabela 8 zestawia rozkłady stacjonarne nukleotydów odpowiadające wartościom 

maksymalnym siły selekcji   
    w poszczególnych macierzach kosztów aminokwasowych. 

65:81205



66 
 
 

Dane te pozwalają wskazać, w jakich warunkach tła mutacyjnego ujawniają się najbardziej 

ekstremalne efekty selekcji. 

W zdecydowanej większości przypadków maksima obserwowane są w układach silnie 

asymetrycznych, zdominowanych przez tyminę. Jej udział przekracza zwykle 0,74 i sięga 

nawet 0,81, podczas gdy adenina, guanina i cytozyna redukowane są do wartości rzędu 0,05–

0,10. Przykładowo, w macierzach CEDJ970104, NAKH920108, TSAJ990101, LIFS790101 

czy BLAM930101 maksymalne wartości   
    pojawiają się przy przewadze tyminy na 

poziomie 77–81%, co jednoznacznie wskazuje, że skrajna dominacja tej zasady jest 

sprzyjającym warunkiem dla ujawnienia się selekcji aminokwasowej. 

Wyjątkową sytuację stanowi macierz GRAR740104, w której maksymalna wartość 

  
    przekraczająca 9 osiągnięta została nie przy dominacji T, lecz adeniny. W tym 

przypadku udział A wynosił około 0,84, natomiast pozostałe zasady występowały na 

poziomie zaledwie 0,05–0,06. Oznacza to, że skrajna przewaga adeniny może równie 

skutecznie, jak tyminy, prowadzić do ujawnienia maksymalnych efektów selekcji. Podobne 

tendencje obserwuje się także w niektórych innych macierzach, gdzie wysoki udział A 

(powyżej 0,75) współwystępuje z bardzo niskim udziałem pozostałych nukleotydów. 

Warto podkreślić, że wspólnym mianownikiem wszystkich układów prowadzących do 

wartości maksymalnych jest silne zaburzenie równowagi nukleotydowej. Niezależnie od tego, 

czy dominującą zasadą jest tymina, czy adenina, zawsze towarzyszy temu minimalny udział 

pozostałych trzech nukleotydów. Takie środowisko sprzyja znacznemu wzmocnieniu roli 

selekcji aminokwasowej i ujawnieniu jej efektów w najbardziej intensywnej postaci. 

Podsumowując, analiza Tabeli 8 pokazuje, że maksymalne wartości   
    pojawiają 

się w układach skrajnie spolaryzowanych, w których jedna zasada całkowicie dominuje nad 

pozostałymi. Najczęściej jest to tymina, jednak w niektórych przypadkach podobny efekt 

wywołuje przewaga adeniny. Oznacza to, że największa intensywność selekcji ujawnia się w 

warunkach tła mutacyjnego silnie zredukowanego do niemal jednorodnego profilu. 

 

 Tabela 9. Średnie wartości   
    dla macierzy oraz klaster, jaki tworzą za pomocą 

metody k-means 

Macierz średnia Grupa 

BIOV880101 1.355545 1 

BLAM930101 1.304515 1 

CEDJ970104 1.463705 1 
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LIFS790104 1.36233 1 

MAXF760101 1.43858 1 

NAKH920108 1.354285 1 

TSAJ990101 1.463745 1 

MYIS920108 0.894327 2 

GRAR740104 1.696345 3 

 

Tabela 9 przedstawia wyniki analizy skupień przeprowadzonej metodą k-means, w 

której porównano średnie wartości siły selekcji    
    dla poszczególnych macierzy kosztów 

aminokwasowych. Celem tego podziału było uporządkowanie macierzy według poziomu 

intensywności selekcji i określenie, które z nich wykazują podobny profil działania. 

Analiza skupień jednoznacznie wskazuje na obecność trzech stabilnych grup. Pierwszą 

z nich stanowi macierz GRAR740104, która utworzyła odrębny klaster. Jej średnia wartość 

  
    jest najwyższa spośród wszystkich analizowanych przypadków i wynosi około 1,70. W 

połączeniu z wcześniejszymi wynikami, obejmującymi największe wartości maksymalne i 

najwyższe odchylenie standardowe, GRAR wyraźnie reprezentuje profil selekcyjnie 

„intensywny‖, w którym efekty aminokwasowych kosztów substytucji ujawniają się z 

największą siłą. 

Drugi skraj tworzy macierz MYIS990104, również klasyfikowana jako osobny klaster. 

Jej średnia wartość   
    jest najniższa i wynosi około 0,89, co pozostaje w zgodzie z 

obserwacjami z Tabeli 6, gdzie odnotowano najniższą średnią, minimum oraz najmniejsze 

odchylenie standardowe. Macierz ta reprezentuje zatem profil „mutacyjnie zdominowany‖, w 

którym selekcja aminokwasowa ujawnia się słabo i w sposób wyjątkowo stabilny. 

Pozostałe macierze — BIOV880101, BLAM930101, CEDJ970104, LIFS790101, 

MAXF760101, NAKH920108 oraz TSAJ990101 — utworzyły wspólny klaster pośredni. 

Średnie wartości   
    w tej grupie mieszczą się w przedziale od około 1,30 do 1,46, co 

potwierdza ich umiarkowaną intensywność selekcji. Wyniki te są zgodne z obserwacjami 

wcześniejszych tabel: w każdej z tych macierzy selekcja jest obecna, ale nie osiąga ani 

ekstremalnie wysokich, ani wyjątkowo niskich wartości, a jej zmienność pozostaje 

umiarkowana. 

Podsumowując, Tabela 9 potwierdza, że wybór macierzy kosztów w istotny sposób 

wpływa na oszacowanie siły selekcji aminokwasowej. GRAR działa jako macierz 

wzmacniająca sygnał selekcyjny i ujawniająca duże kontrasty, MYIS konsekwentnie tłumi 
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efekt selekcji, natomiast pozostałe macierze tworzą grupę o profilu umiarkowanym. Podział 

ten dobrze ilustruje zróżnicowanie intensywności selekcji pomiędzy poszczególnymi ujęciami 

i stanowi syntetyczne podsumowanie wcześniejszych analiz. 

 

Figura 13. Oś pionowa wartość średniej, oś pozioma macierze, kolory skupienia, 

przerywane linie środek klastra. 

 

Analiza skupień (figura 13) wyodrębniła trzy klasy macierzy: niskie wartości  — 

MIYS (średnia: 0,894327), wartości pośrednie — BIOV (1,355545), BLAM (1,304515), 

CEDJ (1,463705), LIFS (1,36233), MAXF (1,43858), NAKH (1,354285), TSAJ (1,463745), 

oraz  wysokie wartości — GRAR (1,696345) (Tab9). 

Figura 13 ilustruje wyniki analizy skupień k-means, przedstawiając graficzne 

przyporządkowanie poszczególnych macierzy kosztów aminokwasowych do trzech klastrów. 

Na osi poziomej zaprezentowano badane macierze, natomiast na osi pionowej średnie 

wartości siły selekcji      
    . Kolory wskazują przynależność do poszczególnych 

skupień, a linie przerywane wyznaczają środki grup, ułatwiając wizualną ocenę granic między 

nimi. 
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Podział graficzny potwierdza wcześniejsze obserwacje z Tabeli 9. Macierz 

GRAR740104 została wyodrębniona jako osobny klaster, wyraźnie przewyższając inne 

średnią wartością   
   Jej pozycja na wykresie podkreśla szczególną rolę tej macierzy jako 

najintensywniej ujawniającej działanie selekcji aminokwasowej. Z kolei macierz 

MYIS990104, również przedstawiona w osobnym klastrze, zajmuje skrajnie odmienną 

pozycję, odpowiadającą najniższym wartościom średnim. Jest to graficzne potwierdzenie jej 

profilu „mutacyjnie zdominowanego‖, w którym selekcja pozostaje słaba i stosunkowo 

jednorodna. 

Pozostałe macierze (BIOV880101, BLAM930101, CEDJ970104, LIFS790101, 

MAXF760101, NAKH920108, TSAJ990101) grupują się razem w centralnej części wykresu, 

tworząc klaster pośredni. Wskazuje to, że choć różnice między nimi są zauważalne, ich 

intensywność selekcji utrzymuje się w zbliżonym zakresie i nie osiąga ani wartości skrajnie 

wysokich, ani wyjątkowo niskich. Graficzne przedstawienie tych macierzy w jednym klastrze 

podkreśla ich wspólny, umiarkowany profil. 

Interpretacja Figury 13 prowadzi do wniosku, że wizualizacja klastrów w syntetyczny 

sposób podsumowuje zróżnicowanie pomiędzy macierzami. GRAR740104 reprezentuje 

wariant wyraźnie wzmacniający sygnał selekcyjny, MYIS990104 tłumi ten efekt i lokuje się 

na przeciwnym biegunie, natomiast wszystkie pozostałe macierze zachowują charakter 

pośredni. Podział graficzny wzmacnia zatem wcześniejsze wnioski i pozwala na łatwe 

uchwycenie ogólnych zależności w działaniu selekcji aminokwasowej w zależności od 

zastosowanej macierzy kosztów. 

Analiza statystyk opisowych (tab. 6–9) wskazuje na wyraźne różnice pomiędzy 

zastosowanymi macierzami selekcyjnymi, zarówno pod względem wartości minimalnych, jak 

i maksymalnych, a także średnich i wariancji. Najwyższe wartości średnie oraz ekstremalne 

uzyskiwano dla macierzy GRAR740104, co odzwierciedla jej szczególną wrażliwość na 

chemiczną radykalność substytucji aminokwasowych. Średnia dla tej macierzy wyniosła 1,88, 

a wartość maksymalna osiągnęła aż 9,02, co znacząco przewyższa pozostałe przypadki. W 

przeciwieństwie do tego, najniższe wartości rejestrowano dla macierzy MIYS990104 

(średnia: 0,94; maksimum: 4,79), co potwierdza jej mniejszą czułość na różnice wynikające z 

polarności czy objętości bocznych łańcuchów. Pozostałe macierze (BIOV880101, 

BLAM930101, CEDJ970104, LIFS790101, MAXF760101, NAKH920108, TSAJ990101) 

zajmują pozycję pośrednią, ze średnimi wartościami w zakresie ~1,30–1,54 oraz maksimami 

w granicach 5,9–7,3(Tab.6).  Warto zwrócić uwagę na kontekst rozkładów stacjonarnych, 
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przy których obserwowano minima i maksima. Najniższe wartości selekcji pojawiały się 

najczęściej przy wysokim udziale G i C. Przykładowo, dla GRAR740104 minimum (0,245) 

wystąpiło przy rozkładzie   =0,05,   =0,07,   =0,20,   =0,68, natomiast dla TSAJ990101 

najniższe minimum w całym zestawie (0,209) odnotowano przy   =0,05,   =0,05,   =0,24, 

  =0,65 (Tab. 7) . Wysoka zawartość G i C zwiększa bowiem udział rodzin czterokrotnie 

zdegenerowanych, co sprzyja mutacjom synonimicznym i osłabia sygnał selekcji. Z kolei 

największe wartości uzyskiwano przy przewadze adeniny. Dla GRAR740104 maksimum 

(9,02) pojawiło się przy   =0,84,   =0,05,   =0,05,   =0,06, a dla CEDJ970104 (7,07) oraz 

TSAJ990101 (6,56) dominowały układy z bardzo wysoką zawartością T (0,78–0,81) i 

niewielkim udziałem pozostałych zasad (tab. 8) . Takie rozkłady promują mutacje 

prowadzące do przejść pomiędzy resztami o skrajnie odmiennych właściwościach 

chemicznych, co znacząco podnosi koszt selekcyjny. 

Dodatkowo, analiza skupień (Fig. 13) przeprowadzona metodą k-means pozwoliła 

wyróżnić trzy klasy macierzy: o niskich wartościach — reprezentowaną przez MIYS; o 

wartościach pośrednich — obejmującą BIOV880101, BLAM930101, CEDJ970104, 

LIFS790101, MAXF760101, NAKH920108, TSAJ990101; oraz o wysokich wartościach — 

GRAR740104. Podział ten dobrze odzwierciedla różnice w podejściu poszczególnych 

macierzy do oceny kosztów substytucji aminokwasowych: od ujęcia energetycznego 

(MIYS990104), przez kryteria strukturalne (większość macierzy pośrednich), po silne 

akcentowanie skrajnych różnic chemicznych (GRAR740104). 

Wyniki te potwierdzają, że wybór macierzy selekcyjnej istotnie wpływa na wartości 

szacowanej siły selekcji, a szczególnie silne kontrasty występują pomiędzy macierzą 

GRAR740104 i MIYS990104. Ostateczny obraz wskazuje, że to właśnie struktura kodu 

genetycznego i chemiczna natura aminokwasów w połączeniu z przyjętym modelem kosztów 

determinują, w jakim zakresie selekcja ogranicza konsekwencje mutacji w różnych 

rozkładach stacjonarnych nukleotydów. 

 

4.1.4 Podsumowanie 

Zestawienie wyników ujawnia, że różne charakterystyki aminokwasów w różnym 

stopniu determinują odchylenia używalności kodonów od wzorców neutralnych. Najsilniejszy 

i najbardziej systematyczny sygnał zapewniają właściwości chemiczne ujęte w macierzy 

Granthama (GRAR740104), obejmujące polarność, skład chemiczny i objętość łańcuchów 

bocznych (Grantham, 1974). Zgodnie z ujęciem minimalizacji kosztów błędów (Haig i Hurst, 
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1991), (Freeland i Hurst, 1998), (Gilis i in., 2001), to różnice fizykochemiczne najsilniej 

kształtują konserwatywność i „radykalność‖ substytucji, co przekłada się na najwyższe 

oszacowania. 

Macierze strukturalne (BLAM930101, LIFS790101, BIOV880101, MAXF760101) 

ujawniają wpływ umiarkowany: preferencje helikalne i β-arkuszowe oraz ograniczenia 

konformacyjne modulują używalność kodonów, lecz z reguły słabiej niż cechy chemiczne. 

Macierze kontekstowe (NAKH920108, CEDJ970104) wskazują, że lokalizacja 

(błonowa, subkomórkowa) może wzmacniać selekcję w określonych środowiskach, co 

wyjaśnia wysokie maksima (np. CEDJ970104: 7,07233), choć średnie pozostają pośrednie. 

Najniższe wartości obserwowane dla MIYS990104 sugerują, że parametry globalnych 

energii kontaktowych (Miyazawa i Jernigan, 1999) silniej odzwierciedlają stabilność całych 

białek niż lokalne koszty pojedynczych substytucji, a zatem słabiej przekładają się na 

selekcyjne różnicowanie używalności kodonów. 

Zależności od frakcji nukleotydowych (figury 3–12) potwierdzają spójne wzorce: 

wzrost wraz z AT oraz spadek wraz z GC, a także krzywe U-kształtne dla TC i AG z 

minimami przy proporcjach zbliżonych do równowagi (0,4–0,6). 

Wnioski te są zbieżne z hipotezą ewolucyjnej optymalizacji kodu genetycznego 

względem minimalizacji kosztów substytucji chemicznie radykalnych (Knight i in., 2001), 

(Haig i Hurst, 1991), (Freeland i Hurst, 1998), (Gilis i in., 2001) oraz z analizami 

alternatywnych kodów genetycznych (Błażej i in., 2017), w których spójniejsze bloki 

przypisań aminokwasów mogą zwiększać odporność na zaburzenia tła mutacyjnego. 

 

4.2. Alternatywne kody genetyczne 
 

Analizy zostały przeprowadzone na 26 alternatywnych kodach genetycznych 

pobranych z bazy NCBI, z uwzględnieniem rozkładów stacjonarnych symulujących presje 

mutacyjne, zarówno w kontekście pojedynczych nukleotydów A, T, G, C jak i ich kombinacji 

AT, GC, AG, TC, AC, TG. Sporządzono wykresy zależności siły      
     (odchylenia w 

używalności spowodowanego przez selekcje na poziomie aminokwasowym), jak i zestawiono 

stacjonarne rozkłady maksymalizujące i minimalizujące      
     . Obliczono podstawowe 

statystyki, dokonano grupowania na podstawie średnich. Do analiz wykorzystano macierz 

GRAR740104 (Grantham, 1974). 
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4.2.1 Jednonukleotydowe frakcje A, T, C, G-Alternatywne kody 

 

Analiza zależności siły selekcji      
     przy uwzględnieniu udziału 

poszczególnych nukleotydów na siłę selekcji aminokwasowej jest kluczowa dla zrozumienia 

mechanizmów kształtujących używalność kodonów synonimicznych. Każdy z czterech 

nukleotydów- adenina (A), tymina (T), guanina (G) oraz cytozyna (C) wnosi własną 

specyfikę w procesy ewolucyjne. Adenina i tymina, ze względu na podwójne wiązania 

wodorowe, tworzą pary zasad mniej stabilne niż pary GC. Ich przewaga sprzyja większej 

podatności na mutacje i może zwiększać ryzyko pojawiania się kodonów terminacyjnych. Z 

kolei guanina i cytozyna, łączone trzema wiązaniami wodorowymi, nadają genom większą 

stabilność, co znajduje odzwierciedlenie w charakterze mutacji prowadzących do zmian 

konserwatywnych. 

Z punktu widzenia ewolucji i selekcji aminokwasowej istotne jest więc nie tylko, jakie 

aminokwasy reprezentuje dany kodon, ale także jakie zasady go tworzą. Wysoka zawartość 

AT oraz wysoka zawartość GC prowadzą do odmiennych układów ryzyka mutacyjnego: w 

genomach bogatych w AT częściej pojawiają się kodony „bliskie stop‖, narażone na 

niekorzystne zmiany, natomiast przewaga GC tworzy kontekst bardziej konserwatywny, 

ograniczający ryzyko radykalnych substytucji. Równocześnie udział poszczególnych 

nukleotydów determinuje strukturę kodonów synonimicznych i wpływa na rozkład 

możliwych substytucji w ramach rodzin kodonowych. 

Wprowadzenie tej perspektywy pozwala zrozumieć, że analiza oddziaływania selekcji 

aminokwasowej nie może być oderwana od tła nukleotydowego. Każda zmiana w proporcji 

A, T, G i C pociąga za sobą konsekwencje nie tylko dla stabilności genomu, ale także dla 

intensywności działania selekcji korygującej skutki mutacji. Dlatego zestawienie siły selekcji 

z udziałem pojedynczych nukleotydów stanowi ważny krok w ocenie interakcji między presją 

mutacyjną a procesami selekcyjnymi i otwiera drogę do interpretacji wyników 

zaprezentowanych w dalszej części pracy. 

. 
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Figura 14. Zależność siły selekcji      
      na poziomie aminokwasowym w 

kształtowaniu używalności kodonów od symulowanej presji mutacyjnej przez rozkład 

stacjonarny adeniny dla kodów genetycznych przy użyciu macierzy GRAR740104 

(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbiór 1 to kody 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 

Zbiór 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbiór 3 to kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbiór 4 to 

kody 28, 29, 30, 31, 32, 33.   Kody 6,9, 14,  15, 21, 24, 26, 27, 29, 32 tworzą odrębną grupę, 

której przebieg jest bardziej wypłaszczony. Najsilniejszy efekty obserwowany w kodach 2, 

12,16, 22, 23, 25,30. Szczególnie wysokie wartości widać w kodach 22,23,30  

 

W przypadku adeniny (Fig. 14) obserwowany jest wzrost wartości      
       wraz 

ze wzrostem   . Szczególnie wyraźnie trend ten ujawnia się w kodach, w których kodony 

stop zostały przypisane do aminkwasów. Usunięcie potencjalnie letalnych mutacji uwalnia 

wówczas przestrzeń do bardziej subtelnego działania selekcji aminokwasowej. Ciekawym 

przykładem 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 obniżeniem średnich kosztów substytucji i 

minimalizacją ryzyka zmian niekorzystnych. Zależność ta dobrze ilustruje mechanizm, w 

którym eliminacja kodonów stop wzmacnia efekty selekcji. Można zauważyć wraz ze 

wzrostem presji mutacyjnej generującej więcej adeniny następuje systematyczny wzrost 

udziału siły selekcji w kształtowaniu używalności kodonów synonimicznych. Warto 

zauważyć, że kody 6,9, 14, 15, 21, 24, 26, 27, 29, 32 to najbardziej zwarta, „płaska‖ grupa — 

wartości są najniższe i zmieniają się najsłabiej w zakresie całego rozkładu stacjonarnego A. 

Kody te zachowują wszystkie trzy kodony stop lub wprowadzają jedynie lokalne 

przesunięcia, takie jak CTG→Ala czy ATA→Met. Zmiany tego typu nie prowadzą do 

przebudowy bloków konserwatywnych, przez co rola selekcji w kształtowaniu używalności 

kodonów jest znacznie słabsza i mniej zależna od tła mutacyjnego. Najbardziej strome krzywe 

i najwyższe wartości uzyskano w kodach 22, 23 i 30, obserwuje się w nich istotne zmiany 

przypisań – w kodzie 22 TAG→Leu oraz TCA→STOP, w kodzie 23 TTA→STOP, natomiast 

w kodzie 30 TAA→Glu oraz TAG→Glu – co znacząco ogranicza liczbę klasycznych 

sygnałów terminacyjnych i lub prowadzi do zmiany układu kodonów stop.  Również  w 

kodach 2, 12, 16 i 25 jest podobny trend chodź o mniejszym wzroście. Wspólną cechą tej 

grupy jest ograniczenie liczby kodonów terminacyjnych lub przypisanie ich do aminokwasów 

o dużej konserwatywności.  
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Figura 15. Zależność siły selekcji      
      na poziomie aminokwasowym w 

kształtowaniu używalności kodonów od symulowanej presji mutacyjnej przez rozkład 

stacjonarny tyminy dla kodów genetycznych przy użyciu macierzy GRAR740104 

(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbiór 1 to kody 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 

Zbiór 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbiór 3 ro kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbiór 4 to 

kody 28, 29, 30, 31, 32, 33.   Kody 6, 15, 25, 26, 27, 29, 32 tworzą odrębną grupę, której 

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

Dla tyminy (Fig. 15) zależność     a      
      nie ma ona charakteru ogólnego, lecz 

wyodrębnia pewną specyficzną grupę kodów (6, 15,25,  26, 27, 29 i 32). Warianty te łączy 

fakt, że w większości z nich kodony stop zostały przepisane na aminokwasy, co prowadzi do 

rozszerzenia bloków konserwatywnych i zwiększenia zakresu lokalnej tolerancji wobec 

mutacji. Dla przykładu, w kodzie 6 (Ciliate, Dasycladacean i Hexamita nuclear) kodony 

TAA/TAG zostały przypisane do glutaminy, w kodzie 15 (Blepharisma nuclear) TAG koduje 

Gln, w kodzie 27 (Karyorelict nuclear) TAA/TAG kodują Gln, a TGA kodują Trp, w kodzie 

29 (Mesodinium nuclear) kodony TAA/TAG zostały przypisane do tyrozyny, a w kodzie 32 
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(Balanophoraceae plastid) kodon TAG odpowiada za tryptofan. Rozszerzanie bloków 

aminokwasowych poprzez zmianę kodonów stop w kodony sensowne pozwala na bardziej 

konserwatywne zmiany i obniżenie kosztów mutacji. Warto zauważyć, że kod 26 (Pachysolen 

tannophilus nuclear) odstaje od tego schematu, gdyż dotyczy on zmiany CTG → Ala, a nie 

przypisania kodonów stop do aminokwasów, co pokazuje, że grupowanie obserwowane w 

analizach może być efektem złożonych i specyficznych czynników zależnych od kodu. W 

kodzie 2 (mitochondrialnym kręgowców) obserwuje się przesunięcia przypisań – 

AGA→STOP, AGG→STOP, ATA→Met oraz TGA→Trp ,  które redukują liczbę kodonów 

terminacyjnych i zmniejszają liczbę kodonów izoleucynowych do 2. 

 

 

 

Figura 16. Zależność siły selekcji      
      na poziomie aminokwasowym w 

kształtowaniu używalności kodonów od symulowanej presji mutacyjnej przez rozkład 

stacjonarny cytozyny dla kodów genetycznych przy użyciu macierzy GRAR740104 

(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbiór 1 to kody 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 
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Zbiór 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbiór 3 ro kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbiór 4 to 

kody 28, 29, 30, 31, 32, 33.   Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworzą odrębną grupę, której przebieg 

jest bardziej wypłaszczony.  

Zupełnie inny obraz ujawnia się przy analizie cytozyny (Fig.16). Zależność 

     
        od    nie ma charakteru monotonicznego, lecz układa się w profil nieliniowy z 

dwoma maksimami przy skrajnie niskiej i bardzo wysokiej frakcji cytozyny oraz wyraźnym 

minimum przy wartościach pośrednich. Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworzą odrębną grupę, 

której przebieg jest bardziej wypłaszczony i stale malejący wraz ze wzrostem   . W ich 

przypadku zmiany mają charakter bardziej ograniczony i dotyczą głównie pojedynczych 

przesunięć, takich jak przekazanie kodonu ATA do metioniny czy CTG do alaniny. Kody te 

w większości zachowują pełny zestaw kodonów terminacyjnych, a wprowadzane modyfikacje 

nie przebudowują istotnie bloków konserwatywnych aminokwasów. W efekcie profil 

działania selekcji pozostaje spłaszczony, a wpływ tła mutacyjnego dominuje nad efektami 

minimalizacji kosztów substytucji. Również kod 2 wykazuje malejącą zawrtość      
      

wraz ze wzrostem   .  Zjawisko to dobrze koresponduje z ujęciem, w którym selekcja na 

poziomie aminokwasów ujawnia się najpełniej tam, gdzie presja mutacyjna nie jest 

dominująca, lecz pozostawia przestrzeń do działania selekcji oraz w drugim skrajnym 

przypadku, gdy presja mutacyjna jest bardzo duża (Błażej i in., 2017), (Pawlak i in., 2023). 
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Figura 17. Zależność siły selekcji      
      na poziomie aminokwasowym w 

kształtowaniu używalności kodonów od symulowanej presji mutacyjnej przez rozkład 

stacjonarny guaniny dla kodów genetycznych przy użyciu macierzy GRAR740104 

(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbiór 1 to kody 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 

Zbiór 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbiór 3 ro kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbiór 4 to 

kody 28, 29, 30, 31, 32, 33.   Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworzą odrębną grupę, której przebieg 

jest bardziej wypłaszczony. 

 

Podobny charakter ma profil obserwowany dla guaniny (Fig.17). Także tutaj pojawiają 

się dwa maksima przy skrajnych wartościach G i wyraźne osłabienie efektu selekcji w 

zakresie frakcji 0,3–0,5. Można to interpretować, jako przedział, gdzie wpływ selekcji na 

poziomie aminokwasowym ma mniejszy udział w kształtowaniu używalności kodonów 

synonimicznych, w efekcie      
     osiąga niższe wartości (Błażej i in. 2017), (Pawlak i 

in. 2023). 
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Zależność siły selekcji      
     na poziomie aminokwasowym w kształtowaniu 

używalności kodonów od symulowanej presji mutacyjnej przez rozkład stacjonarny guaniny 

dla kodów genetycznych przy użyciu macierzy GRAR740104. Tutaj również kody 6, 15, 26, 

27, 29, 32 tworzą odrębną grupę, której przebieg jest bardziej wypłaszczony. Najsilniejszy 

efekt obserwowany w kodach 2, 12, 13,22, 30, 31, 33. Wspólną cechą jest ograniczenie liczby 

klasycznych kodonów terminacyjnych poprzez przypisanie ich do aminokwasów, najczęściej 

o wysokiej konserwatywności, takich jak tryptofan, glutamina, glicyna czy metionina. Dzięki 

temu potencjalnie letalne mutacje nonsense’owe zostają zastąpione konserwatywnymi 

zmianami, co poszerza bloki funkcjonalne i zmniejsza koszty substytucji. W rezultacie kody 

te wzmacniają rolę selekcji aminokwasowej w kształtowaniu używalności kodonów. 

4.2.2 Frakcje złożone AT, GC, pirymidyny, puryny, pary mieszane-Alternatywne 

kody 

 

W dalszej części rozdziału przedstawione zostaną wyniki dotyczące frakcji złożonych, 

obejmujących pary zasad komplementarnych (AT, GC), klasy chemiczne (puryny, 

pirymidyny) oraz układy mieszane. Analiza tych zestawień pozwala uchwycić bardziej 

wyraźne wzorce oddziaływania między mutacjami a selekcją aminokwasową niż w 

przypadku pojedynczych nukleotydów. Szczególna uwaga zostanie zwrócona na 

zróżnicowanie efektów w zależności od zastosowanej macierzy selekcyjnej, co umożliwia 

ocenę, w jaki sposób różne kryteria opisu właściwości aminokwasów wpływają na ostateczny 

obraz siły selekcji. 
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Figura 18. Zależność siły selekcji      
      na poziomie aminokwasowym w 

kształtowaniu używalności kodonów od symulowanej presji mutacyjnej przez rozkład 

stacjonarny adeniny i tymint dla kodów genetycznych przy użyciu macierzy GRAR740104 

(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbiór 1 to kody 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 

Zbiór 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbiór 3 to kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbiór 4 to 

kody 28, 29, 30, 31, 32, 33.   Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworzą odrębną grupę, której przebieg 

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

  

Analiza przedstawiona na Figurze 18 ukazuje że, w rozkładzie stacjonarnym wraz ze 

wzrostem rosną       rosną też wartości      
      . Oznacza to, że w warunkach silnej 

presji mutacyjnej generującej AT, selekcja na poziomie aminokwasowym zostaje 

wzmocniona i uwidacznia się we wzorze używalności kodonów (Błażej i in. 2017), (Pawlak i 

in. 2023). Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 znowu tworzą odrębną grupę, której przebieg jest 

bardziej wypłaszczony. Najsilniejszy efekty obserwowany w kodach 2, 12,13, 22, 
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charakterystyczne dla mitochondriów, odznaczają się licznymi zmianami przypisań, które 

redukują liczbę kodonów terminacyjnych i zmieniają pulę kodonów dla aminokwasów 

konserwatywnych. Zmiany takie jak TGA→Trp, ATA→Met, AGA/AGG→STOP/Ser, czy 

TAG→Leu i CTN→Thr zwiększają elastyczność translacji i sprzyjają minimalizacji kosztów 

substytucji w ograniczonych genomach organelli. 

Zjawisko to można powiązać z kilkoma mechanizmami. Po pierwsze, w genomach o 

wysokiej zawartości AT maleje różnorodność synonimicznych kodonów dostępnych dla 

wielu aminokwasów. W praktyce oznacza to, że pulę możliwych „bezpiecznych‖ mutacji 

ograniczają preferencje mutacyjne, a każda zmiana kodonu w większym stopniu powoduje 

koszty na poziomie aminokwasów. Kodony stop charakteryzują się udziałem nukleotydu A 

oraz T w składzie, toteż wysoka presja mutacyjna powodowałaby zwiększoną ilość kodonów 

niebezpiecznych, które mogą zmutować w kodony stop (TAA, TAG i TGA  ) przez 

pojedynczą mutację, natomiast selekcja na poziomie aminokwasowym przeciwdziała temu 

zjawisku, co obserwujemy, jako odchylenie w używalności tych kodonów spowodowane 

przez selekcje. Podobne zależności opisywano wcześniej w badaniach nad genomami 

pasożytów i organizmów, których genomy są bogate w AT (Hershberg i Petrov, 2008), 

(Plotkin i Kudla, 2011). 
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Figura 19. Zależność siły selekcji      
      na poziomie aminokwasowym w 

kształtowaniu używalności kodonów od symulowanej presji mutacyjnej przez rozkład 

stacjonarny adeniny i tymint dla kodów genetycznych przy użyciu macierzy GRAR740104 

(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbiór 1 to kody 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 

Zbiór 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbiór 3 to kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbiór 4 to 

kody 28, 29, 30, 31, 32, 33.   Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworzą odrębną grupę, której przebieg 

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

 

Zależność siły selekcji      
     na poziomie aminokwasowym w kształtowaniu 

używalności kodonów od symulowanej presji mutacyjnej przez rozkład stacjonarny sumy 

guaniny i cytozyny dla kodów genetycznych przy użyciu macierzy GRAR740104(Figura20). 

Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworzą odrębną grupę, której przebieg jest bardziej wypłaszczony, 

znów obserwowane jest podobne zjawisko jak dla wcześniej badanych rozkładów 

stacjonarnych w tym rozdziale. Najsilniejszy efekt ponownie jest obserwowany obserwowany 

w kodach 2, 12, 22, 23.  Odwrotny trend niż dl AT (Figura 18 ) obserwujemy dla GC (Figura 

82:41309

https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104


83 
 
 

19). Wraz ze wzrostem udziału G+C siła selekcji maleje, a maksymalne wartości 

     
     odnotowywane są przy małych wartościach      . Wynik ten podkreśla 

modyfikacje spowodowaną przez tło mutacyjne, w którym obfitość kodonów synonimicznych 

w genomach bogatych w GC częściowo „rozmywa‖ efekt selekcji na poziomie aminokwasów 

(Błażej i in.. 2017), (Pawlak i in., 2023) . Dzieje się tak prawdopodobnie dlatego, że kodony 

bogate w GC rzadziej mogą zmutować przez pojedynczą mutację nukleotydu w kodony 

skrajne lub stop (Schmid i Flegel , 2011), (Johnson i in, 2011), (Ho i Hurst, 2022 ).  

 

Figura 20. Zależność siły selekcji      
      na poziomie aminokwasowym w 

kształtowaniu używalności kodonów od symulowanej presji mutacyjnej przez rozkład 

stacjonarny tyminy i cytozyny dla kodów genetycznych przy użyciu macierzy GRAR740104 

(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbiór 1 to kody 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 

Zbiór 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbiór 3 to kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbiór 4 to 

kody 28, 29, 30, 31, 32, 33.   Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworzą odrębną grupę, której przebieg 

jest bardziej wypłaszczony. Najsilniejszy efekty obserwowany w kodach 2, 12, 13, 22. 
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Figura 20 przedstawia zależność siły selekcji na poziomie aminokwasowym od 

rozkładu stacjonarnego tyminy i cytozyny. Widoczny przebieg krzywych ma 

charakterystyczny kształt litery U. Minimalne wartości siły selekcji pojawiają się w zakresie 

wartości pośrednich (0,4–0,6), natomiast przy krańcach rozkładu selekcja wyraźnie wzrasta. 

Zjawisko to sugeruje, że skrajne proporcje pirymidyn sprzyjają działaniu selekcji 

aminokwasowej, podczas gdy w bardziej zrównoważonych układach dominują efekty presji 

mutacyjnej i selekcja traci znaczenie. Na tle wszystkich kodów wyróżnia się grupa 6, 15, 26, 

27, 29, 32, dla których przebieg jest bardziej wypłaszczony. Najsilniejsze efekty 

obserwowane są w kodach 2, 12, 13 i 22. 

 

 

 Figura 21. Zależność siły selekcji      
      na poziomie aminokwasowym w 

kształtowaniu używalności kodonów od symulowanej presji mutacyjnej przez rozkład 

stacjonarny adeniny i guaniny dla kodów genetycznych przy użyciu macierzy GRAR740104 

(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbiór 1 to kody 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 

Zbiór 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbiór 3 to kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbiór 4 to 
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kody 28, 29, 30, 31, 32, 33.   Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworzą odrębną grupę, której przebieg 

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

Figura 21 ukazuje analogiczną zależność, lecz dla puryn – adeniny i guaniny. Tutaj 

również kształt zależności przyjmuje formę litery U, z minimum w zakresie pośrednim oraz 

wzrostem selekcji na krańcach rozkładu. Oznacza to, że silna przewaga puryn w tle 

mutacyjnym również sprzyja ujawnieniu się selekcji aminokwasowej. Podobnie jak w 

przypadku pirymidyn, grupa kodów 6, 15, 26, 27, 29 i 32 tworzy osobny zestaw o 

spłaszczonym przebiegu. Najsilniejszy efekt działania selekcji notowany jest w kodach 2, 12, 

13 i 22. Warto zauważyć, że zmiana puryn na pirymidyny i odwrotnie w drugiej pozycji 

kodonu często prowadzi do substytucji radykalnych, czyli takich, które zmieniają aminokwas 

na zupełnie odmienny pod względem właściwości fizykochemicznych. Dobrym przykładem 

jest transwersja GAA (kwas glutaminowy)   GCA (alanina), która ilustruje przejście od 

reszty dużej, kwaśnej i hydrofilowej do małej, hydrofobowej i niepolarnej. Takie zmiany mają 

kluczowe znaczenie dla kosztu błędów kodu genetycznego W literaturze bioinformatycznej 

substytucje tego rodzaju określane są mianem radykalnych (radical substitutions), 

podkreślając ich wpływ zarówno na rozmiar, jak i na właściwości chemiczne reszty 

aminokwasowej, w przeciwieństwie do zmian konserwatywnych (conservative substitutions), 

które zachodzą między aminokwasami podobnymi fizykochemicznie (Smith, 2003). 
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Figura 22. Zależność siły selekcji      
      na poziomie aminokwasowym w 

kształtowaniu używalności kodonów od symulowanej presji mutacyjnej przez rozkład 

stacjonarny adeniny i cytozyny dla kodów genetycznych przy użyciu macierzy GRAR740104 

(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbiór 1 to kody 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 

Zbiór 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbiór 3 to kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbiór 4 to 

kody 28, 29, 30, 31, 32, 33.   Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworzą odrębną grupę, której przebieg 

jest bardziej wypłaszczony. Najsilniejszy efekty obserwowany w kodach 22 i 23. Kod 2 

wyróżnia się na tle pozostałych, ma malejące wartości      
      wraz ze wzrostem       

Figura 22 przedstawia zależność siły selekcji      
      od rozkładu stacjonarnego 

adeniny i cytozyny. Większość kodów genetycznych wykazuje charakterystyczny spadek 

wartości selekcji w zakresie 0,05–0,5, po czym wartości ponownie rosną. Wyjątek stanowi 

kod 2 (mitochondrialny kręgowców), w którym      
      rośnie systematycznie wzdłuż 

całej osi AC. Wariant ten charakteryzuje się zmianami przypisań kodonów, takimi jak AGA 

→ Stop, AGG → Stop, ATA → Met, TGA → Trp. Powstają w nim nowe dwukodonowe 
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bloki dla metioniny i tryptofanu, co może wyjaśniać jego odmienny charakter. Jednocześnie 

kod 2 zyskał dodatkowe kodony stop. Takie ułożenie kodonów sprzyja wzrostowi 

prawdopodobieństwa substytucji konserwatywnych w obrębie nowo powstałych bloków. 

Najsilniejsze efekty selekcyjne obserwowane są 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 przekształcają pulę kodonów terminacyjnych i leucynowych. Na tle całej grupy 

wyodrębnia się także zestaw kodów 6, 15, 26, 27, 29 i 32, których przebieg jest bardziej 

wypłaszczony. 

 

 

 

Figura 23. Zależność siły selekcji      
      na poziomie aminokwasowym w 

kształtowaniu używalności kodonów od symulowanej presji mutacyjnej przez rozkład 

stacjonarny tyminy i guaniny dla kodów genetycznych przy użyciu macierzy GRAR740104 

(https://www.genome.jp/entry/aaindex:GRAR740104). Zbiór 1 to kody 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 
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Zbiór 2 to kody 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, Zbiór 3 to kody 22, 23, 24, 25, 26, 27, Zbiór 4 to 

kody 28, 29, 30, 31, 32, 33.   Kody 6, 15, 26, 27, 29, 32 tworzą odrębną grupę, której przebieg 

jest bardziej wypłaszczony. Najsilniejszy efekty obserwowany w kodach 22 i 23. Kod 2 

wyróżnia się na tle pozostałych ma rosnące wartości      
      wraz ze wzrostem       

 

Figura 23 obrazuje zależność siły selekcji      
       od rozkładu stacjonarnego 

tyminy i guaniny. W większości kodów obserwowany jest spadek wartości selekcji przy 

niskich frakcjach TG oraz stabilizacja w dalszym zakresie. Odmienny obraz daje ponownie 

kod 2, w którym      
     ,wykazuje ciągły wzrost wzdłuż całej osi TG. Podobnie jak w 

przypadku AC, wyjątkowość tego kodu wiąże się z nietypowymi przypisaniami kodonów, 

które zmieniają strukturę bloków synonimicznych i wpływają na wzorce interakcji między 

mutacją a selekcją. Grupa kodów 6, 15, 26, 27, 29 i 32 tworzy przebiegi o bardziej 

wypłaszczonym charakterze, natomiast najwyraźniejsze efekty selekcyjne występują w 

kodach 22 i 23. Obserwacje te potwierdzają, że alternatywne przypisania kodonów mogą 

fundamentalnie zmieniać równowagę pomiędzy presją mutacyjną a selekcją aminokwasową. 

 

Najbardziej złożony obraz wyłania się przy analizie par mieszanych. Dla frakcji AC 

(Figura 22) większość kodów wykazuje charakterystyczny spadek selekcji      
      . w 

zakresie 0,05–0,5, po czym wartości ponownie rosną. Wyjątkiem jest kod 2 (vertebrate 

mitochondrial), w którym      
     rośnie systematycznie wzdłuż całej osi AC. Wariant ten 

odznacza się zmianami przypisań kodonów takimi jak AGA → Stop, AGG → Stop, ATA → 

Met, TGA → Trp, w kodzie 2 powstają nowe bloki 2 kodonowe dla metioniny i tryptofanu i 

to może wyjaśniać jego odmienny charakter. Kod ten zyskał też dla nowe kodony stop Ten 

układ kodonów zwiększa prawdopodobieństwo substytucji konserwatywnych w obrębie nowo 

powstałych bloków (tab.10). Podobną wyjątkowość kod 2 ujawnia również przy frakcji TG, 

(Figura 23), gdzie większość kodów prezentuje spadek selekcji      
     przy niskich 

wartościach i stabilizację w dalszym zakresie, podczas gdy kod mitochondrialny kręgowców 

wykazuje ciągły wzrost      
    .  Obserwacja ta potwierdza, że różnice w przypisaniach 

kodonów w alternatywnych kodach mogą fundamentalnie zmieniać wzorce interakcji między 

mutacją a selekcją. 

Tak ujęta interpretacja pokazuje, że zależności między rozkładami stacjonarnymi 

nukleotydów a siłą selekcji nie są liniowe. Zależą one zarówno od rozkładu stacjonarnego 

presji mutacyjnej, jak i od szczegółowej architektury przypisań kodonów do aminokwasów w 
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danym wariancie kodu genetycznego. Zmiany przypisania kodonów stop odgrywają tu 

kluczową rolę, ponieważ poszerzają bloki aminokwasowe i zmniejszają koszt pojedynczych 

zmian, co wprost przekłada się na wzrost obserwowanych wartości      
    . Wyniki te 

wpisują się w szerszy kontekst literaturowy dotyczący zależności między mutacją, selekcją i 

rozkładami stacjonarnymi nukleotydów (Hershberg i Petrov, 2008), (Plotkin i Kudla, 2011), 

(Błażej i in., 2017), (Pawlak i in., 2023). 

  

Tabela 10. Kod genetyczny 2 The Vertebrate Mitochondrial Code. Tabela kodu 

genetycznego przedstawia kodony i odpowiadające im aminokwasy, w kodzie drugim kodon 

AUA koduje dodatkową metioninę zamiast izoleucyny, kodon UGA utracił funkcje kodonu 

STOP i koduje tryptofan, kodony AGA i AGG przestały kodować serynę i teraz pełnią 

funkcje kodonów stop. 
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Aby uzyskać pełniejszy obraz zależności pomiędzy siłą selekcji aminokwasowej a 

zastosowaną macierzą kosztów, przeprowadzono także analizę statystyczną obejmującą 

podstawowe miary opisowe oraz metody grupowania. Dzięki temu możliwe było nie tylko 

porównanie wartości minimalnych, maksymalnych, średnich i odchyleń standardowych, ale 

również uchwycenie wspólnych wzorców i kontrastów pomiędzy poszczególnymi 

macierzami. Analiza ta stanowi uzupełnienie wcześniejszych obserwacji, pozwalając ocenić 

całościowy charakter badanych zależności. 

Tabela 11. Zestawienie statyczne siły selekcji   
    dla alternatywnych kodów genetycznych 

dla takich parametrów jak minimum, maksimum, mediana, średnia i odchylenie standardowe 

(SD) obliczone dla   
    

kod Min Median Średnia 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, siła selekcji w poszczególnych kodach genetycznych 

charakteryzuje się dużą zmiennością. Wartości minimalne osiągały poziom, około 0,20–0,25, 

co oznacza przypadki, w których selekcja była niemal całkowicie przykryta przez presję 

mutacyjną. Przykładem są kody 6, 15, 27, 29 i 32, gdzie obserwowano najniższe minima, 

wskazujące na ograniczoną rolę selekcji przy pewnych rozkładach stacjonarnych. Z kolei 

wartości maksymalne przekraczały nawet 11 (dla kodów 22 i 23), co dowodzi, że w pewnych 

rozkładach stacjonarnych efekt selekcji może być niezwykle silny. 

Średnie wartości siły selekcji zróżnicowały kody na grupy o przewadze mutacji (np. 

kod 29 ze średnią poniżej 1,0), umiarkowanej sile selekcji (większość kodów ze średnimi w 

przedziale 1,5–2,0) oraz bardzo silnym udziale selekcji (kody 22 i 23 ze średnimi powyżej 

2,4). Wartości mediany potwierdzają ten obraz, wskazując na stabilny wzorzec dla kodów o 

umiarkowanym działaniu selekcji, ale także na wyraźne przesunięcie rozkładów ku 

wartościom wysokim w przypadku kodów 22 i 23. 

Odchylenia standardowe były zróżnicowane: najniższe (około 0,37–0,40) w kodach o 

słabej selekcji, takich jak 15, 27 i 29, co oznacza, że siła selekcji w tych kodach była nie tylko 

niska, ale i stosunkowo jednorodna. Z kolei najwyższe odchylenia standardowe przekraczały 

1,1 (kody 22 i 23), wskazując na dużą rozpiętość wartości i silną wrażliwość na zmiany tła 

mutacyjnego. 

Tabela 12. Zestawienie minimalnej siły selekcji   
     i rozkładów stacjonarnych dla 

alternatywnych kodów genetycznych, przy których ten efekt występuje. 

kod A T G C   
     

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 wartości siły selekcji   
    wraz z 

odpowiadającymi im rozkładami stacjonarnymi nukleotydów (A, T, G, C). Minimalne 

wartości   
    w badanych kodach mieszczą się w przedziale od 0,1976 (kod 32) do 0,4299 

(kod 2). Oznacza to, że w sprzyjających konfiguracjach mutacyjnych selekcja aminokwasowa 

może zostać w dużej mierze stłumiona, a dominującą rolę odgrywa wówczas presja 

mutacyjna. 

W grupie kodów o najniższych wartościach minimalnych (poniżej 0,25) znalazły się 

m.in. kody 6, 15, 27, 29 i 32. Dla kodu 6 wartość minimalna   
    = 0,2026 osiągnięta została 

przy rozkładzie   = 0,05,    = 0,05,    = 0,24,    = 0,66. Podobny wzorzec wystąpił w 

92:74264



93 
 
 

kodzie 15   
    = 0,2003, gdzie przy takich samych proporcjach nukleotydów udział 

cytozyny i guaniny wynosił łącznie aż 90%. Również kod 27   
    = 0,2012 oraz kod 29 

  
    = 0,2003) charakteryzowały się rozkładami z przewagą cytozyny (66%) i umiarkowaną 

obecnością guaniny (24%), przy minimalnych udziałach adeniny i tyminy (po 5%). Wreszcie, 

kod 32   
     = 0,1976 również osiągnął minimum w niemal identycznym układzie (   = 

0,05,    = 0,05,    = 0,24,    = 0,66). Ta grupa przypadków wskazuje jednoznacznie, że 

najniższe wartości selekcji pojawiają się w kontekście tła wyraźnie bogatego w GC, z 

przewagą cytozyny oraz marginalnym udziałem A i T. 

Inny typ układu minimalnych wartości selekcji reprezentuje kod 31. W tym przypadku 

minimalny   
    = 0,2565 osiągnięto przy skrajnie wysokim udziale guaniny (83%) i bardzo 

niskiej zawartości cytozyny (7%). Pozostałe zasady, adenina i tymina, występowały na 

poziomie zaledwie 5% każda. Wskazuje to, że nie tylko przewaga GC-łącznie, ale także 

dominacja jednej zasady, zwłaszcza guaniny, może ograniczać siłę selekcji. 

Część kodów wykazuje minimalne wartości   
    w rozkładach mniej skrajnych, o 

bardziej zrównoważonym udziale zasad. Kod 22 osiąga wartość minimalną   
    = 0,3762 

przy układzie    = 0,06,    = 0,07,     = 0,41,    = 0,46. Podobnie w kodzie 24   
    = 

0,2328) obserwuje się rozkład z umiarkowaną przewagą G (41%) i C (44%), a także 

niewielkim udziałem A i T. Kod 23   
     = 0,2745 osiąga minimum przy rozkładzie    = 

0,05,    = 0,08,      = 0,29,    = 0,58. Te przypadki wskazują, że nawet w bardziej 

wyrównanych układach, gdzie żadna z zasad nie dominuje absolutnie, selekcja może być 

relatywnie słaba, jeśli proporcje przesunięte są w stronę umiarkowanej przewagi C i G. 

Najwyższą minimalną wartość   
   odnotowano w kodzie 2   

   0,4300, gdzie 

odpowiadający rozkład to    = 0,05,     = 0,12,    = 0,66,    = 0,17. W tym przypadku 

przewaga guaniny nad innymi zasadami została zrównoważona przez umiarkowaną obecność 

tyminy, co spowodowało, że nawet wartość minimalna była wyższa niż w pozostałych 

kodach. 

Podsumowując, ogólny wzorzec minimalnych wartości   
   wskazuje na przewagę 

układów bogatych w GC. W większości kodów minimalne wartości siły selekcji pojawiają się 

przy dużym udziale cytozyny (około 65–70%) i umiarkowanej obecności guaniny (20–25%), 

co przy niskiej adeninie i tyminie skutkuje osłabieniem selekcji aminokwasowej. Drugim 

typowym scenariuszem jest skrajna dominacja jednej zasady, zwłaszcza guaniny, jak w 

kodzie 31. Rzadziej spotykane są układy bardziej wyrównane, ale i one – jeśli są przesunięte 

w stronę przewagi G i C – sprzyjają minimalizacji siły selekcji. Ogólnie można stwierdzić, że 
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najniższe wartości   
   są charakterystyczne dla tła mutacyjnego przesuniętego w stronę 

wysokiej zawartości G i C, przy czym szczególnie duża rola przypada cytozynie, która w 

większości przypadków dominuje w rozkładach minimalnych. 

Tabela 13. Zestawienie maksymalnej siły selekcji   
   i rozkładów stacjonarnych dla 

alternatywnych kodów genetycznych, przy których ten efekt występuje. 

Kod A T G C      
     

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 4.91612 

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 wartości siły selekcji   
   ,wraz z 

odpowiadającymi im rozkładami stacjonarnymi nukleotydów. Wartości maksymalne 

mieszczą się w zakresie od 4,56 (kod 27) do ponad 11,4 (kod 23), co oznacza, że w 

sprzyjających warunkach mutacyjnych selekcja aminokwasowa może osiągać poziomy 

kilkukrotnie wyższe od średnich wartości obserwowanych dla danego kodu. 

W zdecydowanej większości przypadków najwyższe wartości   
    obserwowane są 

w rozkładach stacjonarnych, w których adenina stanowi dominującą część kompozycji 

nukleotydowej, osiągając poziomy rzędu 0,80–0,84. Towarzyszy temu minimalna obecność 

pozostałych zasad – tyminy, guaniny i cytozyny, których udziały zazwyczaj nie przekraczają 

0,05–0,07. Przykładowo, w kodach o najwyższych wartościach   
    obserwuje się proporcje 

zbliżone do  

   = 0,84   , = 0,05,    = 0,05,    = 0,06, bądź    = 0,81,    = 0,07,    = 0,06,    = 0,06. 

Takie konfiguracje jednoznacznie pokazują, że skrajna przewaga adeniny przy 

zredukowanych udziałach pozostałych zasad jest najważniejszym czynnikiem sprzyjającym 

ujawnieniu maksymalnych efektów selekcji aminokwasowej. 

Warto zwrócić uwagę na kody 22 i 23, w których odnotowano najwyższe wartości 

maksymalne (odpowiednio 11,34 i 11,41). W obu przypadkach odpowiadające rozkłady 

charakteryzują się przewagą adeniny na poziomie 84%, a pozostałe zasady występują w 

ilościach minimalnych (po 5–6%). Wysokie wartości średnie w tych kodach (Tabela 11) 

dodatkowo wzmacniają obraz wariantów genetycznych, w których selekcja aminokwasowa 

może osiągać szczególnie dużą intensywność. 

Nieco odmienny wzorzec widoczny jest w grupie kodów, w których wartości 

maksymalne przekraczają 7,0, ale odpowiadające im rozkłady nie zawsze opierają się na 

przewadze adeniny. Kod 3   
   = 7,98 osiągnął maksimum przy udziale tyminy na poziomie 

73%, kod 4   
   = 7,85 – przy tyminie na poziomie 67%, a kod 5   

   = 7,26 – przy tyminie 

71%. Podobny układ obserwuje się dla kodu 13   
   = 7,67, T = 82% oraz kodu 14   

   = 

6,18, T = 67%. Ta grupa przykładów wskazuje, że również dominacja tyminy może 

prowadzić do wysokich wartości   
   , choć zwykle nie tak ekstremalnych, jak w przypadku 

przewagi adeniny. 

Jeszcze inne rozwiązanie występuje w kodzie 25   
   = 9,00, w którym maksimum 

osiągnięto przy dużym udziale adeniny (78%) oraz umiarkowanej obecności tyminy (11%), 
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przy minimalnych poziomach G i C. Jest to przykład rozkładu, gdzie przewaga adeniny jest 

nieco łagodniejsza niż w opisanych wcześniej przypadkach, ale wciąż zapewnia uzyskanie 

wartości maksymalnej zbliżonej do 9. 

W grupie kodów o najniższych wartościach maksymalnych znajdują się m.in. kody 27 

  
   = 4,56, 15,    

   = 4,92 i 29   
   = 4,80. W każdym z nich układ dominujący opiera się 

na przewadze adeniny, ale maksymalne wartości pozostają istotnie niższe od rekordowych 

obserwowanych w kodach 22 i 23. Oznacza to, że sam wysoki udział adeniny nie zawsze 

wystarcza do uzyskania ekstremalnych efektów selekcji, a istotną rolę odgrywa również 

architektura przypisań kodonów do aminokwasów w danym wariancie kodu. 

Podsumowując, analiza Tabeli 13 jednoznacznie wskazuje, że maksymalne wartości 

siły selekcji pojawiają się przede wszystkim w układach nukleotydowych zdominowanych 

przez adeninę (≥80%). W mniejszym stopniu podobny efekt można zaobserwować w 

kontekstach przesuniętych w stronę przewagi tyminy (≥70%). Pozostałe zasady – guanina i 

cytozyna – rzadko występują w układach sprzyjających maksymalizacji      
   , a ich rola 

w osiąganiu wartości skrajnych wydaje się drugorzędna. Ogólnie rzecz biorąc, rozłożenie 

nukleotydów sprzyjające ujawnieniu maksymalnych efektów selekcji charakteryzuje się silną 

asymetrią i dominacją jednej zasady, przy czym najczęściej jest to adenina. 

Tabela 14. Alternatywne kody genetyczne i ich średnie wartości oraz klastry, do 

których należą według metody k-means. 

Kod Średnia 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 skupień przeprowadzonej metodą k-means, 

która umożliwiła podział badanych kodów genetycznych na trzy grupy (klastry) w zależności 

od średnich wartości siły selekcji   
   . Klasyfikacja ta porządkuje kody według poziomu 

dominacji selekcji aminokwasowej nad presją mutacyjną i pozwala wskazać, które warianty 

kodu są szczególnie podatne na działanie selekcji. 

Pierwszy klaster obejmuje kody o najwyższych średnich wartościach   
     powyżej 

2,0. Do tej grupy zakwalifikowano kody 2 (średnia = 2,18), 12 (2,09), 22 (2,49) i 23 (2,18). 

Zestawienie to wskazuje na wyraźne wyróżnienie tej grupy spośród wszystkich 

analizowanych wariantów. Szczególną uwagę zwracają kody 22 i 23, których wartości średnie 

przewyższają 2,4, co pozostaje w zgodzie z ich rekordowymi wartościami maksymalnymi 

(Tabela 13). Takie połączenie wysokiej średniej i szerokiego zakresu wartości sugeruje, że w 

tych kodach selekcja aminokwasowa ma najsilniejszy i najbardziej systematyczny wpływ na 

używalność kodonów synonimicznych. Klaster ten można określić mianem „selekcyjnie 

intensywnego‖. 

Drugi klaster obejmuje kody o najniższych średnich wartościach   
     poniżej 1,1. 

Należą do niego kody 6 (0,95), 15 (0,93), 26 (1,02), 27 (0,97), 29 (0,86) i 32 (0,92). Ich 

średnie wartości jednoznacznie wskazują na przewagę presji mutacyjnej, a także na 

ograniczoną rolę selekcji aminokwasowej w kształtowaniu wzorców używalności kodonów. 
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Obraz ten potwierdzają także minimalne wartości   
   (Tabela 12), które w tej grupie były 

najniższe, często spadając do poziomu około 0,20. Dodatkowo niskie odchylenia standardowe 

w kodach 15, 27, 29 i 32 świadczą o stabilności tego efektu – selekcja w tych wariantach 

pozostaje słaba niezależnie od konkretnego układu nukleotydów. Klaster ten można określić, 

jako „mutacyjnie zdominowany‖. 

Trzeci klaster gromadzi większość pozostałych kodów (m.in. 1, 3, 4, 5, 9, 10, 13, 14, 

16, 21, 24, 25, 28, 30, 31, 33), których średnie wartości   
   mieszczą się w przedziale 1,4–

1,9. Są to kody o umiarkowanej intensywności selekcji, w których wpływ aminokwasowych 

kosztów substytucji jest wyraźny, lecz nie dominuje w takim stopniu jak w klastrze 

pierwszym. Analiza mediany i rozstępu wartości (Tabela 11) wskazuje, że kody te wykazują 

dość stabilny profil – siła selekcji zazwyczaj utrzymuje się na średnim poziomie, przy czym w 

niektórych rozkładach nukleotydowych możliwe jest uzyskanie wartości bliskich 

maksymalnym. Grupa ta stanowi, więc pośrednią kategorię, w której selekcja i mutacje 

działają w sposób względnie zrównoważony. 

Podsumowując, analiza skupień w Tabeli 14 ujawnia trzy wyraźne kategorie kodów 

genetycznych. Pierwsza z nich obejmuje kody o wyjątkowo silnej selekcji (22, 23, 2, 12), 

druga – kody zdominowane przez mutacje i niemal pozbawione istotnego wpływu selekcji (6, 

15, 26, 27, 29, 32), a trzecia – szeroką grupę kodów o umiarkowanej intensywności selekcji. 

Klasyfikacja ta jest spójna z obrazem przedstawionym w tabelach 7–9 i pozwala na 

syntetyczne ujęcie różnic między kodami, wskazując na powtarzalne wzorce działania 

selekcji aminokwasowej w zależności od architektury kodu. 

 

 

 

. 
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Figura 24. Zestawienie alternatywnych kodów genetycznych na osi poziomej oraz 

kolorystyczne klastrów/skupień, które reprezentują, przerywana linia wyznacza środek klastra 

w oparciu o średnie   
   . 

Figura 24 przedstawia graficzne odwzorowanie wyników analizy skupień dla 

alternatywnych kodów genetycznych. Na osi poziomej zaprezentowano poszczególne kody, a 

kolorami oznaczono trzy skupienia wyodrębnione na podstawie średnich wartości siły 

selekcji. Wyraźnie widoczna jest separacja między kodami o najwyższym udziale selekcji, 

takimi jak 22 i 23, a grupą kodów zdominowanych przez presję mutacyjną, obejmującą 

między innymi kody 6, 15, 27, 29 i 32. Zdecydowana większość wariantów znalazła się w 

klastrze pośrednim, charakteryzującym się umiarkowanymi wartościami   
   , co podkreśla 

zróżnicowanie intensywności selekcji pomiędzy poszczególnymi wariantami kodu. 

Przerywana linia na wykresie wyznacza środek skupienia i ułatwia wizualną ocenę 

granic pomiędzy poszczególnymi grupami. Graficzne odwzorowanie potwierdza wnioski z 

Tabeli 10, pokazując, że architektura kodu genetycznego decyduje o tym, czy selekcja 

aminokwasowa działa na poziomie wysokim, średnim czy niskim. Figura 24 w syntetyczny 

sposób porządkuje uzyskane wyniki i ułatwia porównanie wariantów kodu w kontekście ich 

podatności na działanie selekcji 
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4.2.3. Podsumowanie badania wpływu siły selekcji na poziomie aminokwasowym 

na alternatywnych kodach genetycznych 
 

Zebrane wyniki tworzą spójny obraz, w którym wpływ selekcji aminokwasowej na 

używalność kodonów jest połączeniem dwóch procesów: presji mutacyjnej reprezentowanej 

przez rozkład stacjonarny nukleotydów oraz sposobu, w jaki kodony są przypisane do 

aminokwasów w danym kodzie genetycznym. Gdy rozkłady stacjonarne nukleotydów 

osiągają wartości skrajne, przestrzeń możliwych do wykorzystania kodonów synonimicznych 

maleje, a koszt błędów rośnie, co prowadzi do wzrostu wartości   
    i silniejszej 

widoczności wpływu selekcji na poziomie aminokwasowym. Struktura kodu genetycznego, 

zmiany w relacjach kodon- aminokwas mają duży wpływ na wartości   
     im bardziej 

zwarty i fizykochemicznie spójny blok aminokwasowy w kodzie genetycznym, tym 

łagodniejsze efekty pojedynczych zmian. 

Można wyciągnąć wnioski, że kod genetyczny zarówno standardowy i alternatywne 

dążą do minimalizacji kosztów na poziomie aminokwasowym wynikających z mutacji. 

Różnice wartości   
    pokazują skalę, w jakiej układ kodonów w kodzie genetycznym może 

wpływać na łagodzenie skutków mutacji. Przypisanie kodonów stop do aminokwasów 

powiększa istniejące bloki aminokwasowe, czyniąc je bardziej spójnymi i odporniejszymi na 

negatywne zmiany wynikające z presji mutacyjnej (Di Giulio, 2018), (Radványi i Kun, 2021), 

(Freeland i in., 2000), (Freeland i Hurst, 1998), (Haig i Hurst, 1991), (Pawlak i in., 2023). 

Wyniki uzyskane dla macierzy Granthama, pozwalają stwierdzić, że siła selekcji 

aminokwasowej jest ściśle modulowana przez tło mutacyjne – w warunkach presji mutacyjnej 

przesuniętej w stronę przewagi G i C selekcja ulega osłabieniu, natomiast w rozkładach 

zdominowanych przez adeninę lub tyminę może ujawniać się z dużą intensywnością. Macierz 

Granthama opiera się na porównaniu aminokwasów pod względem ich składu chemicznego, 

polarności oraz objętości bocznych łańcuchów. Dotychczasowe badania opierały się tylko na 

tej jednej macierzy. W dalszej części pracy zbadano jak inne właściwości fizykochemiczne 

aminokwasów mają wpływ na otrzymywane wartości   
   .  
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4.3.Szacownie siły  selekcji aminokwasowej w rzeczywistych genomach 
 

W tej części rozprawy zbadano, jak zmienia się oszacowanie siły selekcji 

aminokwasowej   
   w sytuacji, gdy neutralny profil presji mutacyjnej (π) ulega niewielkim 

fluktuacjom. Ponieważ „czystej‖ presji mutacyjnej nie można bezpośrednio zaobserwować, 

zastosowano podejście oparte na losowaniu rozkładów z Dirichleta, skoncentrowanych w 

bliskim sąsiedztwie rozkładu empirycznego wyznaczonego na podstawie kodonów 

czterokrotnie zdegenerowanych (4FD). Analiza ta pozwala ocenić stabilność wniosków o sile 

selekcji w warunkach lokalnych, realistycznych odchyleń od tła mutacyjnego. 

Każdy rozkład mutacyjny generowany metodą Dirichleta został poddany ocenie w modelu 

mutacja–selekcja, a wynik porównano z neutralnym odniesieniem przy pomocy miary 

odległości informacyjnej KL. Dzięki temu można było jednocześnie ocenić, jak zmienia się 

wartość   
   oraz jak duże są odchylenia od wartości obserwowanej. 

Histogram   
   (Figura 25) dla P.falciparum pokazują szeroką i wyraźnie 

asymetryczną dystrybucję wartości, przesuniętą ku wyższym poziomom selekcji. Empiryczny 

punkt odniesienia π leży niżej niż maksimum rozkładu, co dowodzi, że nawet niewielkie 

fluktuacje w składzie nukleotydowym prowadzą do wzrostu szacowanej siły selekcji.  P. 

falciparum wykazuje największą wrażliwość na lokalne zmiany π, co znajduje potwierdzenie 

w literaturze dotyczącej pasożytów malarii, gdzie silny ukierunkowane mutacyjne genomowe 

w stronę zasad adeniny (A) i tyminy (T) ogranicza zestaw dostępnych kodonów (Hamilton i 

in., 2017), (Sinha i Woodrow, 2018), (Musto i in., 1999), (Chan i in., 2017) i tym samym 

wymusza kompensacyjne działanie selekcji aminokwasowej.  
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Figura 25. Histogram dla Plasmodium Falciparum reprezentacja siły selekcji   
    

obliczonej dla zestawu 1000 teoretycznych rozkładów stacjonarnych. Rozkłady te 

wygenerowano przy użyciu odpowiedniego rozkładu Dirichleta, aby wygenerować „bliskie 

sąsiedztwo‖ π = (           ). Pionowa czerwona linia przerywana reprezentuje siłę 

selekcji obliczoną dla π. 

Z histogram dla E.coli (Fig.26) wynika, że dystrybucja ta ma wyraźnie skośny 

charakter i przesunięta jest w stronę wyższych wartości   
   , co wskazuje, że w tym 

genomie przewagę zyskują układy sprzyjające silniejszej selekcji aminokwasowej. Położenie 

empirycznego punktu odniesienia π (zaznaczonego czerwoną linią przerywaną) znajduje się 

niżej niż maksimum rozkładu, co oznacza, że nawet niewielne fluktuacje w tle mutacyjnym 

mogą skutkować wyraźnym wzrostem szacowanej siły selekcji. W przypadku E. coli 

obserwowany efekt można wiązać ze zrównoważoną kompozycją nukleotydową (Lee i in., 

2012). 
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Figura 26. Histogram dla Escherichia Coli reprezentacja siły selekcji   
   obliczonej 

dla zestawu 1000 teoretycznych rozkładów stacjonarnych. Rozkłady te wygenerowano przy 

użyciu odpowiednich parametrów rozkładu Dirichleta, aby wygenerować „bliskie sąsiedztwo‖ 

parametrów tego rozkładu π = (           ).  Pionowa czerwona linia przerywana 

reprezentuje siłę selekcji obliczoną dla π. 

W pokazanym rozkładzie (Fig.27) maksimum histogramu i położenie czerwonej linii 

są blisko siebie, co sugeruje, że dla T. thermophilus rzeczywiste tło mutacyjne jest już 

ustawione w pobliżu konfiguracji sprzyjającej wysokiej (lub stabilnej) sile selekcji 

aminokwasowej. Innymi słowy, niewielkie fluktuacje w π nie prowadzą tu do dramatycznych 

wzrostów   
     reakcja selekcji jest raczej przewidywalna i umiarkowana. Szerokość 
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rozkładu  odzwierciedlająca zakres możliwych wartości   
   w sąsiedztwie π. Istotny wzrost 

siły selekcji wymagałoby przesunięć wykraczających poza lokalne wahania składów 

nukleotydowych (Teh i in, 2012).  

. 

 

Figura 27. Histogram dla Thermus Therophilus reprezentacja siły selekcji   
    

obliczonej dla zestawu 1000 teoretycznych rozkładów stacjonarnych. Rozkłady te 

wygenerowano przy użyciu odpowiedniego rozkładu Dirichleta, aby wygenerować „bliskie 

sąsiedztwo‖ π = (           ).  Pionowa czerwona linia przerywana reprezentuje siłę 

selekcji obliczoną dla π. 

  

Rozkłady 25,26,27, mają szeroką rozpiętość wartość   
     w czym zazwyczaj 

rozkłady koncentrują się w pobliżu wartości środkowej. Punkt empiryczny dla Plasmodium 
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Falciparum przyjmuję małą wartość   
    i odbiega wyraźnie od środka histogramu, 

natomiast dla Escherichia Coli punkt empiryczny jest bliski środkowi histogramu, a dla 

Thermus Thermophilus się z nim pokrywa. Największe maksimum około 3, mają histogramy 

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

 

Analiza reprezentacji czworościanowych wygenerowanych z rozkładów Dirichleta 

(FIG 28–30) pozwala uchwycić charakterystyczne różnice pomiędzy profilami 

nukleotydowymi badanych genomów. Generalnie dane koncentrują się wokół 

„empirycznego‖ rozkładu niezależnie od organizmu (Fig. 28,29, 30) Punkty empiryczne dla 

Plasmodium falciparum  π = (A: 0.31, T: 0.28 ,C: 0.24, G: 0.17), dla Escherichia coli π =( A: 

0.25, T: 0.26, G: 0.26. C: 0.23), Thermus thermophilus  π = ( A: 0.18, T: 0.21, G: 0.31. C: 

0.30) 
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Figura 28. Czworościanowa reprezentacja próby losowej wygenerowanej z rozkładu 

Dirichleta   (  ,   ,   ,   ),  gdzie    = 1 + 100 · π. Różne kolory reprezentują wartości 

gęstości dla Plasmodium Falciparum. 
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Figura 29. Czworościanowa reprezentacja próby losowej wygenerowanej z rozkładu 

Dirichleta   (  ,   ,   ,   ),  gdzie    = 1 + 100 · π.. Różne kolory reprezentują wartości 

gęstości dla Escherichia coli. 
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 Figura 30. Czworościanowa reprezentacja próby losowej wygenerowanej z rozkładu 

Dirichleta   (  ,   ,   ,   ),  gdzie    = 1 + 100 · π.. Różne kolory reprezentują wartości 

gęstości dla Thermus Thermophilus. 

Rozkład odległości Kullback-Leibler dla Plasmodium falciparum pokazuje(Fig.31). że 

rozkład nie jest symetryczny – widać wyraźne skupienie wyników przy niskich wartościach 

KL, a następnie stopniowe „wygasanie‖ częstości w kierunku wyższych wartości.Największe 

zagęszczenie próbek przypada na przedział bliski zera, co oznacza, że większość losowych 

rozkładów q nie odbiega silnie od empirycznego π. Jednocześnie obecność dłuższego „ogona‖ 

rozciągającego się ku wyższym wartościom wskazuje, że w części przypadków możliwe są 

wyraźne różnice względem π, choć występują one rzadko. Taki układ pokazuje, że dominują 

scenariusze bliskie empirycznemu rozkładowi nukleotydów, natomiast przypadki bardziej 

odległe są wyjątkami. 
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Figura 31. Rozkład odległości Kullbacka-Leiblera D(π||q) dla Plasmodium Falciparum. 

obliczony dla zadanych „empirycznego‖ rozkładu stacjonarnego π = (  ,     ,  ,   ) i 

próbki 1000 rozkładów stacjonarnych q wygenerowanych z rozkładu Dirichleta 

  (  ,   ,        , gdzie    = 1 + z ·  , i = A, T, G, C oraz z = 100. Wysokość każdego 

prostokąta reprezentuje częstość próbki o danej wartości odległości Kullbacka-Leiblera. 

Rozkład odległości Kullbacka-Leiblera dla E.coli (Fig.32) pokazuje, że większość 

próbek koncentruje się przy bardzo niskich wartościach KL, co wskazuje, że większość 

losowych rozkładów q pozostaje bliska empirycznemu rozkładowi π. Charakterystyczne jest 

wyraźne skupienie w początkowych przedziałach osi X i szybki spadek częstości wraz ze 

wzrostem odległości. 

W przeciwieństwie do rozkładów bardziej rozciągniętych (np. obserwowanych u 

pasożytów z przewagą AT), w przypadku E. coli „ogon‖ histogramu jest krótszy, a wartości 

skrajne pojawiają się sporadycznie. Oznacza to, że przestrzeń losowych rozkładów Dirichleta 

wokół π jest tu bardziej zwarta, a empiryczny układ nukleotydowy dobrze reprezentuje 
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dominujące konfiguracje. Krótki zasięg ogona sugeruje mniejszą zmienność i większą 

stabilność w odniesieniu do empirycznego rozkładu, co można wiązać ze zrównoważoną 

kompozycją GC w genomie tego gatunku. 

 

 

Figura 32. Rozkład odległości Kullbacka-Leiblera D(π||q) dla Escherichia coli. 

obliczony dla zadanych „empirycznego‖ rozkładu stacjonarnego π = (  ,     ,  ,   ) i 

próbki 1000 rozkładów stacjonarnych q wygenerowanych z rozkładu Dirichleta 

  (  ,   ,        , gdzie    = 1 + z ·  , i = A, T, G, C oraz z = 100. Wysokość każdego 

prostokąta reprezentuje częstość próbki o danej wartości odległości Kullbacka-Leiblera. 

Histogram (Fig. 33) przedstawia rozkład wartości odległości Kullbacka-Leiblera 

D(π‖q) dla Thermus thermophilus. Rozkład jest skupiony przy niskich wartościach KL, co 

wskazuje, że większość losowych rozkładów q generowanych z Dirichleta pozostaje blisko 

empirycznego rozkładu π. Wysokość słupków szybko maleje w miarę przesuwania się ku 
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wyższym wartościom KL, co oznacza, że przypadki większych odchyleń od π zdarzają się 

rzadko. 

W porównaniu do organizmów o bardziej skrajnej kompozycji nukleotydowej, tutaj 

ogon histogramu jest stosunkowo krótki, a wartości odstające pojawiają się sporadycznie. 

Taki układ wskazuje na dużą stabilność tła mutacyjnego i mniejszą podatność na losowe 

fluktuacje w rozkładzie nukleotydów. Jest to spójne z charakterystyką genomu T. 

thermophilus, który charakteryzuje się wysokim udziałem par GC, sprzyjających zachowaniu 

spójności i odporności struktury DNA w warunkach wysokiej temperatury. 

 

 

Figura 33. Rozkład odległości Kullbacka-Leiblera D(π||q) dla Thermus Thermophilus. 

obliczony dla zadanych „empirycznego‖ rozkładu stacjonarnego π = (  ,     ,  ,   ) i 

próbki 1000 rozkładów stacjonarnych q wygenerowanych z rozkładu Dirichleta 

  (  ,   ,        , gdzie    = 1 + z ·  , i = A, T, G, C oraz z = 100.  
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Wysokość każdego prostokąta reprezentuje częstość próbki o danej wartości 

odległości Kullbacka-Leiblera. 

Rozkłady histogramu (31,32,33) częstości od odległości Kullbacka-Leiblera sugerują, 

że dane są bardzo podobne w obrębie organizmu, ponieważ najczęściej występują niskie 

wartości odległości Kullback-Leibler, co świadczy o tym, że obserwacje w obrębie genomu 

pojedyńczego organizmu i wyslosowanego rozkładu Dirichleta są bardzo podobne.  

Wszystkie obserwacje spełniają warunek (KL < 1), co świadczy o ich podobieństwie. Dla 

Plasmodium falciparum odległości Kullbacka–Leiblera osiągają wartości do około 0,2, co 

wskazuje, że rozkłady losowane z Dirichleta pozostają relatywnie bliskie rozkładowi 

empirycznemu. Pomimo tego nawet tak niewielkie różnice prowadzą do znacznych zmian w 

ocenie  

  
   . Interpretacja ta pozostaje spójna z faktem, iż genom tego pasożyta jest wyjątkowo 

bogaty w pary AT. Skrajne przesunięcie w kierunku A i T czyni kod genetyczny bardziej 

podatnym na zaburzenia mutacyjne, a tym samym uwydatnia rolę selekcji aminokwasowej w 

kształtowaniu używalności kodonów. W przypadku Escherichia coli wartości Fπ mieszczą się 

w zakresie od około 0,5 do 2,0, przy czym największa koncentracja wyników przypada na 

przedział 1,1–1,5. Oznacza to, że szacunki siły selekcji aminokwasowej w tym genomie są 

bardziej stabilne i mniej podatne na niewielkie przesunięcia w tle nukleotydowym. Odległości 

Kullbacka–Leiblera są tutaj najniższe spośród analizowanych gatunków i rzadko przekraczają 

wartość 0,1. Wskazuje to na wysoką zgodność pomiędzy empirycznym rozkładem a jego 

perturbacjami. W genomie Thermus thermophilus wartości   
   – są skupione w bardzo 

wąskim zakresie, oscylującym wokół neutralności (0,9–1,3). Świadczy to o stabilności 

estymat siły selekcji aminokwasowej, nawet pomimo tego, że odległości Kullbacka–Leiblera 

osiągają tutaj najwyższe wartości spośród analizowanych organizmów, dochodząc do 0,3. 

Fakt ten sugeruje, że nawet większe różnice w tle mutacyjnym nie przekładają się na istotne 

zmiany w sile selekcji aminokwasowej. Zjawisko to można powiązać z wysokim udziałem 

par GC w genomie tego gatunku, co sprzyja większej odporności układu kodonowo–

aminokwasowego na lokalne zaburzenia. 

Na wykresie (Fig.34) dla P. falciparum obserwuje się, że największe zagęszczenie punktów 

skupia się w bezpośrednim sąsiedztwie rozkładu odniesienia (czerwona kropka). Kolorystyka 

mapy gęstości wskazuje jednak na nieco większe rozproszenie wartości niż w przypadku 

pozostałych gatunków. Najczęściej losowane rozkłady stacjonarne charakteryzują się niskimi 

wartościami odległości KL (poniżej 1), co świadczy o wysokim podobieństwie do 
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empirycznego rozkładu nukleotydów. Jednocześnie widoczne jest przesunięcie części gęstości 

w stronę nieco wyższych wartości normy selekcji, co sugeruje, że u tego pasożyta selekcja 

aminokwasowa może być bardziej wrażliwa na drobne zmiany w tle mutacyjnym. W efekcie 

profil gęstości wskazuje na obecność zarówno skupienia bliskiego optimum, jak i stref 

rozproszonych, które odzwierciedlają charakterystyczne dla tego organizmu odchylenia od 

najczęściej symulowanych rozkładów. 

 

Figura 34. Dwuwymiarowy wykres gęstości dla Plasmodium falciparum 

przedstawiający zależność między znormalizowaną normą siły selekcji   
    (oś x) a 

odległością Kullbacka-Leiblera (oś y) obliczoną między każdym losowo wybranym 

rozkładem stacjonarnym a rozkładem odniesienia (czerwona kropka). Przedstawione kontury 

(niebieskie linie) opisują właściwości rozkładu dwuwymiarowego. Częstotliwość gęstości 

pomiarów zobrazowano za pomocą koloru. 

Dane dla E. coli (Fig. 35) układają się wyraźnie wokół rozkładu odniesienia, co 

potwierdza ścisłe dopasowanie losowanych rozkładów stacjonarnych do rzeczywistej 
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struktury mutacyjno-selekcyjnej. Kolorowe obszary największej gęstości niemal pokrywają 

się z pozycją czerwonego punktu, wskazując, że wartości siły selekcji oraz odległości KL 

osiągane w symulacjach bardzo dobrze odwzorowują empiryczny układ. Obserwuje się 

minimalne rozproszenie wartości wzdłuż osi x, co oznacza, że w przypadku tego gatunku 

normy selekcji są stabilne i mniej podatne na fluktuacje wynikające z tła mutacyjnego. Fakt, 

że maksimum gęstości pokrywa się z punktem odniesienia, świadczy o tym, iż mechanizmy 

kształtujące używalność kodonów w E. coli są wyjątkowo dobrze odzwierciedlane przez 

zastosowany model teoretyczny. 

 

 

Figura 35. Dwuwymiarowy wykres gęstości dla Escherichia coli przedstawiający 

zależność między znormalizowaną normą siły selekcji   
    (oś x) a odległością Kullbacka-

Leiblera (oś y) obliczoną między każdym losowo wybranym rozkładem stacjonarnym a 

rozkładem odniesienia (czerwona kropka). Przedstawione kontury (niebieskie linie) opisują 
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właściwości rozkładu dwuwymiarowego. Częstotliwość gęstości pomiarów zobrazowano za 

pomocą koloru. 

W przypadku T. thermophilus  (Fig.36)otrzymany rozkład gęstości praktycznie 

nakłada się na punkt odniesienia, co sugeruje, że losowe rozkłady stacjonarne są wyjątkowo 

zbieżne z wartościami empirycznymi. Czerwona kropka znajduje się w samym centrum 

obszaru największej gęstości, a kontury rozkładu są skoncentrowane i zwarte, bez wyraźnych 

odchyleń na osiach. Oznacza to, że zarówno norma siły selekcji, jak i odległość KL pozostają 

wąsko ograniczone wokół wartości charakterystycznych dla tego gatunku. Taki układ 

sugeruje, że u tego termofilnego organizmu mechanizmy selekcji aminokwasowej działają w 

sposób silnie uporządkowany i konsekwentny, co może być adaptacją do ekstremalnych 

warunków środowiskowych, w których stabilność translacji i minimalizacja błędów 

odgrywają kluczową rolę. 

 

Figura 36. Dwuwymiarowy wykres gęstości dla Thermus Thermophilus 

przedstawiający zależność między znormalizowaną normą siły selekcji   
    (oś x) a 
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odległością Kullbacka-Leiblera (oś y) obliczoną między każdym losowo wybranym 

rozkładem stacjonarnym a rozkładem odniesienia (czerwona kropka). Przedstawione kontury 

(niebieskie linie) opisują właściwości rozkładu dwuwymiarowego. Częstotliwość gęstości 

pomiarów zobrazowano za pomocą koloru. 

 

Na podstawie rysunków (34, 35, 36) przedstawiających częstość obserwacji od 

odległości KL widać, że we wszystkich 3 organizmach najczęściej były losowane punkty w 

bliskim sąsiedztwie empirycznego rozkładu. Chociaż dane dla P.falciparum znów odbiegają 

nieznacznie od wyników generowanych najczęściej, dane dla E.coli są w bliskim sąsiedztwie, 

a dla T.thermophilus się pokrywają z najczęściej osiąganymi wartości   
    

Analiza zależności pomiędzy znormalizowaną siłą selekcji   
    a odległością 

Kullbacka-Leiblera (DKL) wykazała różnice pomiędzy badanymi genomami. Dla 

Plasmodium falciparum (Fig. 37) chmura punktów koncentruje się przy stosunkowo 

wysokich wartościach   
   (~1,5–2,5), natomiast wartości odległości KL utrzymują się na 

niskim poziomie (0,00–0,20). Oznacza to, że w tym genomie selekcja aminokwasowa działa 

intensywnie, a odchylenia od rozkładu odniesienia są ograniczone. 
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Figura 37. Dla Plasmodium falciparum Zależność między znormalizowaną normą siły 

selekcji   
    (oś x) a odległością Kullbacka-Leiblera (oś y) obliczoną między każdym 

losowo wybranym rozkładem a rozkładem odniesienia (czerwona kropka). 

W przypadku Escherichia coli (Fig.38) widoczny jest podobny trend rosnący, jednak 

wartości   
   rozciągają się od około 0,5 do 2,0, a odległości KL pozostają bardzo niskie 

(0,00–0,10). Sugeruje to, że selekcja działa w sposób umiarkowany, a profil mutacyjno-

selekcyjny E. coli jest bardziej stabilny i bliższy rozkładowi odniesienia niż w przypadku P. 

falciparum. 
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Figura 38. Dla Escherichia coli Zależność między znormalizowaną normą siły selekcji 

  
    (oś x) a odległością Kullbacka-Leiblera (oś y) obliczoną między każdym losowo 

wybranym rozkładem a rozkładem odniesienia (czerwona kropka). 

Z kolei dla Thermus thermophilus (Fig. 39) rozrzut punktów jest najszerszy – wartości  

  
   mieszczą się w zakresie 0,8–1,6, a DKL sięgają nawet 0,3. Wskazuje to, że w genomie 

T. thermophilus presja mutacyjna w większym stopniu odkształca profile nukleotydowe 

względem rozkładu odniesienia, co odzwierciedla mniej stabilną równowagę między selekcją 

a mutacjami. 
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Figura 39. Dla Thermus thermophilus Zależność między znormalizowaną normą siły 

selekcji   
    (oś x) a odległością Kullbacka-Leiblera (oś y) obliczoną między każdym 

losowo wybranym rozkładem a rozkładem odniesienia (czerwona kropka). 

 

Analiza rozkładów Dirichleta ujawniła wyraźne różnice w zależności pomiędzy siłą 

selekcji aminokwasowej   
   a odchyleniem od rozkładu odniesienia, mierzonym 

odległością Kullbacka–Leiblera (Kullback i Leibler, 1951), (Aitchison, 1986). W przypadku 

Plasmodium falciparum wartości   
   były najwyższe spośród wszystkich badanych 

organizmów (średnia i mediana > 1,6; maksimum ≈ 2,8), przy jednocześnie niskich 

wartościach D|KL. Wskazuje to, że selekcja działa wyjątkowo silnie, skutecznie równoważąc 

presję mutacyjną ukierunkowaną na zasady AT—co jest zgodne z tym, że genom P. 

falciparum jest bogaty w AT(Gardner i in., 2002), (Plotkin i Kudla, 2011). 

Dla Escherichia coli uzyskano obraz bardziej zrównoważony:   
   oscyluje wokół 

~1,4 (maksimum < 2,5), a D|KL pozostaje najniższe ze wszystkich porównań, co wskazuje na 
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bliskie dopasowanie do rozkładu odniesienia i stabilną równowagę mutacyjno-selekcyjną w 

genomie o umiarkowanej zawartości GC (Hershberg i Petrov, 2008), (Bulmer, 1991). 

Z kolei w Thermus thermophilus   
    przyjmuje najniższe wartości (średnio ~1,2; 

maksimum < 2,2), przy najszerszym rozrzucie D|KL (do > 0,3). Obraz ten sugeruje, że w 

genomach bogatych w GC większą część kształtowania profilu kodonowego przejmuje sama 

presja mutacyjna sprzyjająca akumulacji G i C, a selekcja aminokwasowa ma mniejszą 

„dźwignię‖ korygującą odchylenia względem rozkładu odniesienia (Henne i in., 2004), 

(Sueoka, 1993). 

 

Tabela 15 przedstawia statystyki rozkładu Dirichleta dla Plasmodium falciparum. 

Uzyskane wartości wskazują na wyraźną asymetrię w rozkładzie siły selekcji. Minimalna 

wartość    
    wyniosła 0,966, natomiast maksimum sięgnęło 2,814. Różnica pomiędzy tymi 

skrajnymi wartościami pokazuje, że w zależności od tła mutacyjnego intensywność selekcji w 

genomie P. falciparum może zmieniać się niemal trzykrotnie. 

Wartości kwartylowe dodatkowo precyzują obraz zmienności. Pierwszy kwartyl (Q1) 

osiągnął wartość 1,471, mediana 1,665, a trzeci kwartyl (Q3) 1,900. Oznacza to, że połowa 

wszystkich obserwacji mieści się w stosunkowo wąskim przedziale 1,47–1,90, a wartości 

skrajne, choć istotne, stanowią jedynie ograniczoną część całej dystrybucji. Średnia 

arytmetyczna (1,702) jest zbliżona do mediany, co sugeruje umiarkowaną symetrię rozkładu, 

przy jednoczesnym istnieniu nieco wydłużonego ogona w stronę wartości wyższych. 

Interpretacja tych danych prowadzi do wniosku, że selekcja aminokwasowa w 

genomie Plasmodium falciparum ujawnia się zazwyczaj na poziomie umiarkowanym do 

wysokiego, z typowymi wartościami wokół 1,6–1,9. Jednak w pewnych warunkach 

mutacyjnych, zwłaszcza w rozkładach przesuniętych ku skrajnej przewadze jednej zasady, 

może osiągać wartości przekraczające 2,8, co wskazuje na bardzo silny wpływ selekcji. Z 

drugiej strony minima poniżej 1,0 sugerują, że w warunkach szczególnie niekorzystnego tła 

mutacyjnego selekcja może być znacząco osłabiona. 

Podsumowując, rozkład dla P. falciparum wskazuje na duże zróżnicowanie 

intensywności selekcji. Dominują wartości umiarkowane, jednak możliwość osiągnięcia 

zarówno bardzo niskich, jak i skrajnie wysokich poziomów sugeruje wysoką wrażliwość tego 

genomu na zmiany w kompozycji nukleotydowej 
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Tabela 15. Statystyki opisowe   
    obliczone dla rozkładów stacjonarnych 

generowanych przy pomocy rozkładu 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 rozkładu Dirichleta dla Escherichia coli. Uzyskane 

wartości wskazują na wyraźnie inny profil niż w przypadku Plasmodium falciparum. 

Minimalna wartość   
    wyniosła 0,653, podczas gdy maksimum sięgnęło 2,455. Zakres ten 

jest nieco węższy, co sugeruje mniejszą zmienność intensywności selekcji w odpowiedzi na 

tło mutacyjne. 

Analiza wartości kwartylowych pozwala lepiej uchwycić strukturę rozkładu. Pierwszy 

kwartyl (Q1) ukształtował się na poziomie 1,231, mediana wyniosła 1,402, a trzeci kwartyl 

(Q3) 1,600. Wskazuje to, że połowa wszystkich obserwacji mieści się w przedziale 1,23–1,60, 

a więc węższym niż w przypadku P. falciparum. Średnia wartość (1,431) pozostaje bardzo 

bliska medianie, co potwierdza względną symetrię rozkładu i brak silnych odchyleń w stronę 

wartości skrajnych. 

Zauważalna jest jednak obecność pewnych wartości odstających – szczególnie 

maksymalnej, sięgającej ponad 2,45. Oznacza to, że chociaż typowe wartości siły selekcji dla 

E. coli oscylują wokół 1,3–1,6, w określonych konfiguracjach mutacyjnych możliwe jest 

osiągnięcie efektów niemal dwukrotnie silniejszych. Jednocześnie wartość minimalna, niższa 

niż 0,7, wskazuje na przypadki, w których selekcja aminokwasowa jest mocno osłabiona i 

ustępuje miejsca presji mutacyjnej. 

Podsumowując, rozkład dla E. coli charakteryzuje się umiarkowaną zmiennością, z 

dominującymi wartościami w zakresie średnim i stosunkowo niewielką liczbą obserwacji 

skrajnych. Typowy poziom selekcji jest niższy niż w przypadku Plasmodium falciparum, a 

różnice między kwartylami mniejsze, co sugeruje większą stabilność i mniejszą wrażliwość 

na zmiany w tle mutacyjnym. 
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Tabela 16. Statystyki opisowe   
    obliczone dla rozkładów stacjonarnych generowanych 

przy pomocy rozkładu 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 rozkładu Dirichleta dla Thermus thermophilus. 

Uzyskane wartości wskazują na profil selekcji odmienny od obserwowanego w przypadku 

Plasmodium falciparum i Escherichia coli. Minimalna wartość   
   wyniosła 0,557, a 

maksymalna osiągnęła 2,184, co oznacza, że rozpiętość całego zakresu jest relatywnie 

mniejsza niż w genomach analizowanych wcześniej. Zakres ten sugeruje, że siła selekcji w 

genomie T. thermophilus podlega mniejszym wahaniom w odpowiedzi na zmiany w tle 

mutacyjnym. 

Wartości kwartylowe dostarczają bardziej szczegółowego obrazu. Pierwszy kwartyl 

(Q1) wyniósł 0,949, mediana 1,091, a trzeci kwartyl (Q3) 1,414. Połowa wszystkich 

obserwacji mieści się, więc w przedziale 0,95–1,41, co wskazuje na dominację wartości 

umiarkowanych. Średnia wartość (1,173) plasuje się nieco powyżej mediany, co sugeruje 

lekkie przesunięcie rozkładu w stronę wartości wyższych, choć nie jest ono tak wyraźne jak w 

przypadku P. falciparum. 

Zarówno wartość minimalna, jak i maksymalna mają szczególne znaczenie 

interpretacyjne. Minimalny poziom   
   nieco powyżej 0,55, wskazuje na sytuacje, w 

których selekcja aminokwasowa zostaje poważnie osłabiona przez tło mutacyjne. Z drugiej 

strony maksymalny wynik (2,184) pozostaje wyraźnie niższy niż rekordowe wartości 

obserwowane u Plasmodium falciparum (>2,8) czy E. coli (>2,4). Oznacza to, że nawet w 

najbardziej sprzyjających układach nukleotydowych selekcja w genomie T. thermophilus nie 

osiąga ekstremalnych wartości, a jej potencjał pozostaje ograniczony. 

Podsumowując, rozkład dla T. thermophilus wskazuje na umiarkowany i stosunkowo 

stabilny poziom siły selekcji, z mniejszą rozpiętością pomiędzy wartościami minimalnymi i 

maksymalnymi niż w genomach pozostałych gatunków. Genom tego termofilnego organizmu 

cechuje się, więc mniejszą wrażliwością na przesunięcia mutacyjne, a selekcja ujawnia się tu 

w sposób bardziej stonowany i przewidywalny. 
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 Tabela 17. Statystyki opisowe   
    obliczone dla rozkładów stacjonarnych 

generowanych przy pomocy rozkładu 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 odpowiadających jej wartości siły selekcji   
       Dodatkowo pokazano 

wylosowane rozkłady stacjonarne nukleotydów w sąsiedztwie wartości minimalnych i 

maksymalnych, co pozwala na bezpośrednie powiązanie skrajnych punktów z konkretnymi 

profilami nukleotydowymi. Dla tego gatunku oszacowana presja mutacyjna wynosiła    = 

0,31,    = 0,28,    = 0,24 i    = 0,17. Taki układ stanowi punkt odniesienia dla dalszej 

analizy. Wartość siły selekcji w tej konfiguracji wyniosła 1,403, co wskazuje na umiarkowany 

wpływ selekcji aminokwasowej w typowych warunkach mutacyjnych genomu P. falciparum. 

Rozkład odpowiadający wartości maksymalnej   
    2,814 charakteryzował się 

silnym przesunięciem w stronę adeniny i guaniny. Udział    wyniósł 0,184,    = 0,297,    = 

0,219, a    = 0,299. Taki układ, choć nie zdominowany przez jedną zasadę, wykazuje 

wyraźną asymetrię, w której przewaga A i G, przy umiarkowanym poziomie T, sprzyja 

ujawnieniu się efektów selekcji aminokwasowej z największą intensywnością. 

Z kolei rozkład odpowiadający wartości minimalnej   
    0,966 związany był z 

przewagą adeniny (0,390) oraz stosunkowo wysokim udziałem tyminy (0,268), podczas gdy 

guanina i cytozyna pozostawały na niskich poziomach (odpowiednio 0,243 i 0,099). Oznacza 

to, że w warunkach przesunięcia tła mutacyjnego w stronę dominacji A i T selekcja ulega 

znacznemu osłabieniu. 

Podsumowując, analiza Tabeli 18 pokazuje, że w genomie P. falciparum selekcja 

aminokwasowa działa z umiarkowaną siłą w warunkach odpowiadających naturalnemu 

rozkładowi nukleotydów, lecz jej intensywność może się znacznie zmieniać w zależności od 

przesunięć w tle mutacyjnym. Najsilniejsza selekcja ujawnia się w konfiguracjach z przewagą 

A i G przy umiarkowanej obecności T, natomiast najsłabsza w układach zdominowanych 

przez A i T. 
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Tabela 18. Tabela przedstawia szacowaną presję mutacyjną i odpowiadającą jej 

wartość   
   oraz wylosowany rozkład stacjonarny w sąsiedztwie z maksymalnym i 

minimalnym   
    dla plasmodium falciparum. 

 

A T G C   
    

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 szacowaną presję mutacyjną w genomie Escherichia coli oraz 

odpowiadające jej wartości siły selekcji   
    Dodatkowo pokazano rozkłady stacjonarne 

nukleotydów towarzyszące wartościom maksymalnym i minimalnym, co umożliwia 

powiązanie skrajnych punktów z określonymi profilami kompozycji nukleotydowej. 

Oszacowane tło mutacyjne dla E. coli wynosiło:    = 0,25,    = 0,26,    = 0,26 i    

= 0,23. Jest to układ stosunkowo zrównoważony, w którym udziały wszystkich czterech zasad 

są zbliżone, a różnice między nimi nie przekraczają kilku procent. W takiej konfiguracji 

wartość siły selekcji osiągnęła poziom 1,181, co wskazuje na umiarkowany wpływ selekcji 

aminokwasowej przy naturalnym tle mutacyjnym tego gatunku. 

Rozkład odpowiadający wartości maksymalnej   
    2,455cechował się wyraźną 

przewagą guaniny i cytozyny, których udziały wyniosły odpowiednio 0,310 i 0,276. Adenina 

i tymina, obecne w mniejszych proporcjach (odpowiednio 0,163 i 0,252), nie pełniły wiodącej 

roli. Taki układ, w którym G i C stanowią niemal 60% całej kompozycji, sprzyja ujawnieniu 

maksymalnego efektu selekcji. 

Natomiast rozkład związany z minimalną wartością   
    0,653 wskazuje na 

przewagę cytozyny (0,276) i guaniny (0,310), ale przy jeszcze większej redukcji adeniny do 

poziomu 0,163. W tym układzie osłabienie selekcji jest szczególnie wyraźne, co sugeruje, że 

nadmierna dominacja G i C, przy obniżonym poziomie A, ogranicza możliwość efektywnego 

działania selekcji aminokwasowej. 

Podsumowując, wyniki zestawione w Tabeli 19 wskazują, że w genomie E. coli 

naturalne tło mutacyjne sprzyja umiarkowanej sile selekcji, jednak jej intensywność może się 

istotnie zmieniać w zależności od przesunięć w proporcjach nukleotydowych. Najwyższe 

wartości obserwowane są w konfiguracjach obfitujących w GC, natomiast minima ujawniają 

się w układach, gdzie adenina zostaje zredukowana do bardzo niskiego poziomu. 

124:80061



125 
 
 

 

 

Tabela 19. Tabela przedstawia szacowaną presję mutacyjną i odpowiadającą jej 

wartość   
   oraz wylosowany rozkład stacjonarny w sąsiedztwie z maksymalnym i 

minimalnym   
    dla Escherichia coli  

 

A T G C   
    

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 szacowaną presję mutacyjną w genomie Thermus thermophilus 

oraz odpowiadające jej wartości siły selekcji   
   . Dodatkowo zaprezentowano wylosowane 

rozkłady stacjonarne nukleotydów w sąsiedztwie wartości minimalnych i maksymalnych, co 

umożliwia ocenę, jak zmiany w tle mutacyjnym wpływają na intensywność selekcji. 

Szacowane naturalne tło mutacyjne dla T. thermophilus obejmuje    = 0,18,    =0,21, 

    = 0,31 oraz    = 0,30. Jest to profil wyraźnie przesunięty w stronę zasad GC, które razem 

stanowią ponad 60% całkowitej kompozycji. W tej konfiguracji siła selekcji osiąga wartość 

0,979, a więc jest relatywnie niska, co sugeruje przewagę presji mutacyjnej w naturalnych 

warunkach genomu tego organizmu. 

Rozkład odpowiadający wartości maksymalnej   
    2,184 charakteryzuje się 

większą równowagą między zasadami. Adenina i tymina występują w udziale odpowiednio 

0,283 i 0,187, a guanina i cytozyna na poziomie 0,253 i 0,277. W tym układzie żadna z zasad 

nie dominuje jednoznacznie, co sugeruje, że właśnie bardziej zrównoważone kompozycje 

sprzyjają ujawnieniu silniejszych efektów selekcji aminokwasowej. 

Z kolei wartość minimalna   
    0,557związana jest z profilem o jeszcze silniejszej 

przewadze cytozyny (0,355) oraz stosunkowo niskim udziałem adeniny (0,182) i tyminy 

(0,218). Takie przesunięcie tła mutacyjnego jeszcze bardziej akcentuje rolę zasad GC i 

skutecznie tłumi efekt selekcji. 

Podsumowując, analiza Tabeli 20 wskazuje, że w genomie T. thermophilus selekcja 

aminokwasowa działa z najmniejszą intensywnością w warunkach, kiedy  presja mutacyjna 
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jest w kierunku GC, a jej siła wzrasta w bardziej zrównoważonych konfiguracjach 

nukleotydowych. Jednocześnie zakres obserwowanych wartości, od 0,56 do 2,18, wskazuje, 

że nawet w tym przypadku zmienność pozostaje istotna, choć mniejsza niż u P. falciparum 

czy E. coli. 

 

Tabela 20. Tabela przedstawia szacowaną presję mutacyjną i odpowiadającą jej wartość 

  
   oraz wylosowany rozkład stacjonarny w sąsiedztwie z maksymalnym i minimalnym 

  
    dla Thermus Thermophilus. 

A T G C   
    

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 pozwalają na pogłębioną interpretację roli presji mutacyjnej w 

kształtowaniu selekcji aminokwasowej. Należy podkreślić, że brak ścisłej zależności 

pomiędzy wartościami      
     a odległością 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 przesunięcia w tle mutacyjnym mogą wywoływać 

nieproporcjonalnie duże zmiany w ocenie siły selekcji aminokwasowej, zwłaszcza w 

genomach o nietypowej kompozycji nukleotydowej. W tym kontekście istotne staje się 

uwzględnianie losowych rozkładów Dirichleta, jako narzędzia do oceny stabilności 

empirycznych estymat. 

5. Dyskusja 

Cel– przypomnienie kontekstu 

 

Celem pracy było ilościowe zbadanie, w jakim stopniu selekcja na poziomie 

aminokwasowym (modelowana przez wybrane macierze kosztów aminokwasowych) 

kształtuje używalność kodonów synonimicznych w warunkach realistycznej, asymetrycznej 

presji mutacyjnej generowanego przy użyciu znanego w analizach filogenetycznych modelu 
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UNREST, oraz czy efekt ten utrzymuje się zarówno w standardowym, jak i alternatywnych 

kodach genetycznych.  

5.1 Odniesienie wyników  
 

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazują, że wpływ selekcji aminokwasowej na 

używalność kodonów synonimicznych ma złożony charakter. Siła selekcji      
     zależy 

nieliniowo od frakcji poszczególnych zasad oraz od specyfiki przypisania kodonów do 

aminokwasów w rozważanym wariancie kodu genetycznego. Zależności te stają się 

szczególnie wyraźne w stanach skrajnych – zarówno przy rozkładach stacjonarnych dla 

małych i dużych frekwencji poszczególnych zasad lub ich kombinacji, kiedy na skutek presji 

mutacyjnej ilość dostępnych kodonów synonimicznych ulega zmniejszeniu, faworyzowanie 

przez tło mutacyjne kodonów potencjalnie niebezpiecznych powoduje, że każda pojedyncza 

mutacja niesie większe ryzyko poważnych następstw. Wówczas selekcja aminokwasowa 

częściej ujawnia się w profilu używalności kodonów, powodując zmianę używalności 

kodonów od rozkładu, jaki wynikałby tylko z procesu mutacji (Pawlak i in., 2023), (Błażej i 

in, 2017) . Wynik ten pozostaje w zgodzie z ujęciem równowagi mutacyjno-selekcyjnej, 

zgodnie, z którym używalność kodonów odzwierciedla kompromis pomiędzy działaniem 

mutacji a kosztami zmian aminokwasowych (Heizer i in., 2006), (Bulmer, 1991), (Rodrigue i 

in., 2010) . Przy pewnych tendencjach w stacjonarnym rozkładzie nukleotydów obserwowany 

jest przedział wartości presji mutacyjnej, w której siła selekcji ulega osłabieniu: presja 

mutacyjna faworyzuje wtedy szeroki zbiór kodonów synonimicznych mniej podatnych na 

radykalne zmiany, dzięki czemu koszt błędów maleje i ślad selekcji w statystyce kodonów 

staje się mniej wyrazisty (Pawlak i in., 2023), (Błażej i in, 2017) . Efekt jest najsilniejszy w 

rozkładach stacjonarnych o dużej zawartości frakcji AT , gdzie ryzyko mutacji do kodonów 

stop i do aminokwasów o innych właściwościach fizykochemicznych jest większe, natomiast 

jest mniej widoczny kiedy presja mutacyjne generuje dużo GC, wtedy częściej obserwuje się 

faworyzowanie bardziej konserwatywnych zmian aminokwasów powodowanych przez 

mutacje. (Morton, 2001), (Błażej i in., 2017), jeśli spojrzeć na ten efekt przez pryzmat 

klasycznej miary „radykalności‖ substytucji i właściwości bocznych łańcuchów 

aminokwasów: im większy dystans w macierzach różnic, tym silniejsze oczekiwanie, że 

dobór będzie zmniejszał prawdopodobieństwo zmian w stronę konserwatywnych sąsiadów 

(Grantham, 1974), (Blaber i in., 1993), (Tsai i in., 1999). 
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Na tym tle wyróżniają się kody alternatywne ze zmianami kodonów stop, w kodony 

kodujące aminokwasy. Eliminacja lub redystrybucja kodonów terminacyjnych sprzyja 

„domykaniu‖ konserwatywnych bloków aminokwasowych i redukuje prawdopodobieństwo 

mutacji letalnych (Haig i Hurst, 1991), (Freeland i Hurst, 1998), (Freeland i in., 2000), 

(Johnson i in., 2011), (Błażej i in., 2019) . Przykłady obejmują przypisania UGA→Trp, 

UAA/UAG→Gln, UAA/UAG→Tyr, UAA/UAG→Glu, UGA→Cys, UAG→Leu. Zmiany te 

obserwuje się w kodzie 2, 4, 5, 6, 10, 14, 15, 16, 27, 28, 29, 30, 31, 33. Takie przekształcenia 

zwiększają spójność właściwości fizykochemicznych w sąsiedztwie kodonowym, 

ograniczając koszt substytucji i ułatwiając ujawnienie się selekcji aminokwasowej w profilach 

używalności kodonów. Zgodnie z koncepcją minimalizacji skutków błędów, kody te działają 

jak układy bardziej odporne na zakłócenia, co znajduje odzwierciedlenie w obserwowanych 

odchyleniach używalności kodonów synonimicznych od częstości wynikającej z czystego 

procesu mutacyjnego. Jest to szczególnie widoczne w określonych zakresach rozkładu 

stacjonarnego (Pawlak i in., 2023), (Gilis i in., 2001), (Tlusty, 2007).  

Analiza statystyczna potwierdza zróżnicowanie intensywności selekcji pomiędzy 

kodami. Najwyższe średnie oraz maksima   
   odnotowano w kodach 22 i 23, co wskazuje 

na przypadki, w których selekcja dominowała nad presją mutacyjną. Przeciwnie, niskie 

średnie w kodach 29 i 32 świadczą o sytuacjach z przewagą komponentu mutacyjnego. 

Różnice te podkreślają, że sama architektura przypisania kodonów do aminokwasów, 

znacząco zmienia siłę i widoczność selekcji aminokwasowej (Pawlak i in., 2023), (Freeland i 

in., 2000), (Błażej i in., 2019). Porównanie z danymi rzeczywistymi pokazuje, że wzory 

użycia kodonów w badanych genomach nie są prostą funkcją samej presji mutacyjnej ani 

wyłącznie dopasowania translacyjnego, lecz kompromisem mutacja–selekcja z istotnym 

komponentem selekcji aminokwasowej (Plotkin i Kudla, 2011), (Morton, 1993, 1998, 2001), 

(Błażej i in., 2017) . Odzwierciedla to hipotezę ewolucji przypisań kodonów „mutacja-

selekcja‖ (Halpern i Bruno, 1998), (Rodrigue i in., 2010) oraz z obserwacjami dotyczącymi 

preferencji kodonów „bezpieczniejszych‖ względem stop i substytucji radykalnych (Schmid i 

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

Wyniki potwierdzają główną hipotezę: selekcja aminokwasowa systematycznie 

przeciwdziała presji mutacyjnej i „porządkuje‖ przestrzeń kodonów, ograniczając 

powstawanie kodonów nonsensownych i podstawień chemicznie radykalnych. ( Duret i 

Galtier, 2009), (Novoa i in., 2019).  
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5.1.1 Mutacje i selekcja – dwa filary wyjaśniania różnej używalności kodonów 

 

Prace klasyczne dzielą wyjaśnienia różnej używalności kodonów (codon usage bias 

„CUB‖) na hipotezy mutacyjne i selekcyjne (Sueoka, 1988, 1993), (Plotkin i Kudla, 2011), 

(Iriarte i in., 2021) . Przedstawione wyniki potwierdzają, że obie siły działają równocześnie. 

Presja mutacyjna (m.in. globalny GC, nierównomierność tranzycji/transwersji) silnie wpływa 

na częstości kodonów (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, przeciwdziała mutacjom radyklalnym do aminokwasów o 

innych właściwościach i mutacjom do kodonów stop (Grantham, 1974), (Miyata i in., 1979), 

(Yampolsky i Stoltzfus, 2005), (Tsai i in., 1999), (Blaber i in., 1993) . Obserwowane unikanie 

kodonów „bliskich-stop‖ i preferowanie kodonów synonimicznych o mniejszym ryzyku 

przejścia do stop lub do reszt o wysokiej „radykalności‖ potwierdza udział selekcji na 

poziomie aminokwasowym w kształtowaniu używalności kodonów synonimicznych (Morton, 

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

5.1.2 Wpływ selekcji na poziomie aminokwasowym na selekcję translacyjną 

 

Choć dopasowanie do puli t-RNA i efektywność translacji niewątpliwie kształtują 

CUB (Sharp i Li, 1986), (Plotkin i Kudla, 2011), (Hershberg i Petrov, 2008), to wyniki tej 

pracy sugerują, że selekcja na poziomie aminokwasowym modyfikuje używalność kodonów 

synonimicznych. W związku z tym nie można redukować zjawiska do jednego mechanizmu 

(Künstner i in., 2011), (Novembre, 2002). Różnice międzygatunkowe w analizie siły tego 

efektu – szczególnie przy skrajnych składach GC – mogą wynikać z odmiennych poziomów 

selekcji w specyficznych warunkach, tempa mutacji i rekombinacji (Lynch, 2010), (Lynch i 

in., 2016), (Lee i in., 2012), a także z udziału gBGC (Duret i Arndt, 2008), (Duret i Galtier, 

2009), (Lesecque i in., 2013), (Glémin i in., 2015), który zwiększa częstości G≡C i może 

„maskować‖ część sygnałów selekcyjnych. 

5.1.3 Alternatywne kody jako przejaw elastyczności i dążenia do minimalizacji 

błędów 

Zbiór obserwacji dotyczących zmian przypisań kodonów do aminokwasów (Santos i 

in., 2004), (Hamashima i Kanai, 2013), (Keeling, 2016) oraz przypadków niejednoznacznych 

129:26104



130 
 
 

kodów n.in. u orzęsków (Preer i in., 1985), (Lozupone i in., 2001), (Swart i in., 2016), 

(Záhonová i in., 2016), (Tourancheau i in., 1995) stoi w zgodzie z wnioskiem, że przesuwanie 

granic między kodonami sensownymi a terminacyjnymi potrafi zmniejszyć koszt błędów i 

zwiększać spójność bloków. W takim ujęciu część wariantów kodu wydaje się konsekwencją 

selekcji na minimalizację skutków błędów (Haig i Hurst, 1991), (Freeland i Hurst, 1998), 

(Freeland i in., 2000), (Gilis i in., 2001), (Tlusty, 2007), (Di Giulio, 2018), (Błażej i in., 

2019), (Radványi i Kun, 2021), co dobrze współgra z wynikami modelowymi i 

porównaniami. 

5.2 Znaczenie wyników dla obecnej wiedzy 
 

Łącznie, rezultaty te poszerzają klasyczne ramy interpretacji CUB: obok doboru 

translacyjnego i tła mutacyjnego należy wprost uwzględnić selekcję na poziomie 

aminokwasów, która działa jak „bufor‖ ograniczający substytucje radykalne oraz mutacje do 

kodonów stop. Wartość dodana wobec prac Mortona (1993, 1998, 2001) i Błażeja i in. (2017) 

polega na systematycznym pokazaniu tego zjawiska w szerokim wachlarzu wariantów kodu 

genetycznego, a nie tylko w genomach plastydów lub kodzie standardowym. Konsekwencją 

jest bardziej zbalansowane ujęcie równowagi mutacyjno-selekcyjnej, które tłumaczy spójność 

obserwowanych wzorów w różnych liniach życia (Novoa i in., 2019), (Vicario i in., 2007) . 

Zastosowanie różnych macierzy selekcyjnych ukazuje cechy aminokwasów, które bardziej 

lub mniej wpływają na selekcje aminokwasową. Jeśli dodać do tego odkrycia rozszerzające 

alternatywne kody genetyczne o aminokwasy takie jak selenocysteina i pirolizyna, 

otrzymujemy obraz kodu jako systemu elastycznego, który ewoluuje w kierunku zmniejszania 

kosztów błędów, a nie wyłącznie poprzez dryf i mutacje w aparacie tRNA (Böck i in., 1991), 

(Stadtman, 1996), (Ibba i Söll, 2002), (Krzycki, 2005), (Sengupta i Higgs, 2015), 

(Hamashima i Kanai, 2013). 

 

5.3 Ograniczenia badania 
 

Wykorzystany model UNREST zakłada stałość i jednorodność procesu w czasie, 

pomijając zarówno wpływ kontekstu sąsiedztwa (np. podatnych miejsc CpG), jak i 

zróżnicowanie pomiędzy genami czy liniami ewolucyjnymi (Yang, 2006). Podobnie 
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stosowane macierze kosztów, takie jak Granthama, Miyaty czy MJ, mają charakter uogólnień 

– nie oddają w pełni złożonych zależności, na przykład specyficznych oddziaływań w 

określonych rodzinach białek czy lokalnych warunków środowiska komórkowego (Grantham, 

1974), (Miyata i in., 1979), (Miyazawa i Jernigan, 1999), (Tsai i in., 1999). W analizach nie 

uwzględniono też szeregu czynników towarzyszących, takich jak dynamika tRNA, recykling i 

zatrzymania rybosomów, stabilność transkryptów czy budowa regionów 5’UTR, które mogą 

w istotny sposób modyfikować działanie selekcji (Plotkin i Kudla, 2011), (Hershberg i Petrov, 

2008). Empiryczna walidacja opiera się na ograniczonej grupie taksonów, dlatego 

przenoszenie wniosków na inne organizmy o bardziej złożonej lub nietypowej biologii 

wymaga dużej ostrożności (Muto i Osawa, 1987), (Perna i Kocher, 1995). Dodatkową 

trudność stanowi fakt, że mechanizm gBGC związany z rekombinacją może naśladować 

działanie doboru naturalnego i w istotny sposób zniekształcać wnioski, jeśli nie zostanie 

jawnie uwzględniony w modelu (Duret i Arndt, 2008), (Duret i Galtier, 2009), (Lesecque i in., 

2013), (Glémin i in., 2015). 

5.4. Kierunki dalszych badao 
 

Możliwe kierunki dalszych badań obejmują kilka kierunków. Po pierwsze, warto 

rozwijać modele, które łączą model UNREST z selekcją, a dodatkowo uwzględniają 

komponent gBGC oraz kontekst dwunukleotydowy, pozwalając także na uchwycenie 

heterogeniczności międzygenowej (Rodrigue i in., 2010), (Yang, 2006), (Duret i Arndt, 

2008). Drugim obszarem jest ekspansja taksonomiczna: analizy powinny objąć szerokie 

panele eukariontów i prokariontów o zróżnicowanych strategiach życiowych i różnych 

składach GC, a także uwzględniać porównania populacyjne, co umożliwi wnioskowanie o 

dynamice zmian w skali gatunkowej (Lynch, 2010), (Lynch i in., 2016) . Równolegle 

wskazane jest włączenie warstwy translacyjnej – jawne modelowanie dostępności tRNA, pauz 

elongacyjnych czy stabilności mRNA pozwoliłoby ilościowo rozdzielić selekcję 

aminokwasową od selekcji translacyjnej (Sharp i Li, 1986), (Plotkin i Kudla, 2011), 

(Hershberg i Petrov, 2008). Szczególnie obiecujący jest też kierunek badań nad kodami 

niejednoznacznymi i alternatywnymi: umożliwia to testowanie hipotez o minimalizacji 

błędów w liniach, w których zaszły zmiany przypisania, w tym badania warunkowo 

zależnego odczytu kodonów stop/aminokwas (Swart i in., 2016), (Záhonová i in., 2016), 

(Johnson i in., 2011) . Wreszcie, ważnym wyzwaniem pozostaje ocena optymalności 
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informacyjnej, czyli bilansowania kompromisu między właściwościami kanału szumnego a 

stabilnością białek, co od lat stanowi jeden z kluczowych punktów odniesienia w badaniach 

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

5.5. Implikacje praktyczne 
 

Dla bioinformatyki i genomiki oznacza to konieczność wprowadzenia do narzędzi 

predykcyjnych dodatkowych warstw – takich, które będą uwzględniały chemiczno-fizyczne 

koszty substytucji aminokwasowych. Istotne staje się rozwijanie modeli, które przy 

prognozowaniu użycia kodonów, poziomów ekspresji czy schematów substytucji 

uwzględniają nie tylko tło mutacyjne i dopasowanie do tRNA, lecz także bezpośrednie koszty 

aminokwasowe (Rodrigue i in., 2010), (Błażej i in., 2017). Z kolei w inżynierii genetycznej 

wybór synonimicznych kodonów powinien być prowadzony tak, aby ograniczać 

prawdopodobieństwo powstawania kodonów stop lub zmian chemicznie radykalnych, co 

zwiększa stabilność i niezawodność konstruowanych sekwencji (Schmid i Flegel, 2011), (Ho i 

Hurst, 2022). Równie obiecującym kierunkiem jest projektowanie syntetycznych wariantów 

kodu genetycznego, w których dzięki odpowiednim zmianom przypisań kodonów do 

aminokwasów można zmniejszyć koszt błędów i poprawić tolerancję na mutacje, co wpisuje 

się w szersze koncepcje optymalności kodu (Freeland i Hurst, 1998), (Freeland i in., 2000), 

(Błażej i in., 2019).  

6. Wnioski 

 

 Selekcja aminokwasowa w sposób systematyczny równoważy presje mutacyjne, co 

przejawia się w wyraźnych zależnościach między składem nukleotydowym a siłą 

selekcji      
    . 

 Analiza pojedynczych nukleotydów (A, T, G, C) wskazuje na charakterystyczne 

profile ich wpływu: adenina i tymina sprzyjają wzrostowi siły selekcji, natomiast 

cytozyna i guanina wykazują przebiegi nieliniowe, z dwoma maksimami i minimum 

przy wartościach pośrednich. 

 Frakcje złożone (AT, GC, pirymidyny, puryny) ujawniają wzorce selekcji odmienne 

od obserwowanych dla pojedynczych nukleotydów, co dowodzi, że równowaga 

mutacyjno-selekcyjna nie jest prostą sumą efektów cząstkowych. Szczególnie wyraźne 
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różnice występują między układami bogatymi w AT i GC, a także między purynami i 

pirymidynami, co podkreśla znaczenie właściwości chemicznych i strukturalnych grup 

nukleotydowych. 

 Alternatywne kody genetyczne istotnie modyfikują zarówno kierunek, jak i 

intensywność selekcji. Najsilniejsze efekty obserwuje się w kodach eliminujących lub 

redystrybuujących kodony stop, co wzmacnia spójność bloków aminokwasowych i 

zmniejsza ryzyko mutacji letalnych. 

 Analizy statystyczne ujawniły istotne różnice między kodami genetycznymi – 

zarówno w wartościach średnich   
   , jak i w rozkładach odchyleń. Potwierdza to 

kluczową rolę struktury kodu w kształtowaniu śladu selekcyjnego w profilach 

używalności kodonów. 

 Porównanie macierzy selekcyjnych opisujących różne właściwości aminokwasów 

(m.in. polarność, objętość, helikalność, strukturę drugorzędową) pokazuje, że 

szczegółowy obraz selekcji zależy od przyjętego kryterium biochemicznego, jednak 

we wszystkich przypadkach utrzymuje się ogólna tendencja do wzmacniania 

odporności kodu na mutacje. 

 Analizy rzeczywistych genomów potwierdziły wyniki uzyskane w symulacjach 

opartych na rozkładach Dirichleta. Profile używalności kodonów w organizmach 

naturalnych odzwierciedlają kompromis pomiędzy presją mutacyjną a selekcją 

aminokwasową, co wskazuje na adekwatność modelu Dirichleta, jako przybliżenia 

rzeczywistego tła mutacyjnego. 
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