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Pavisning og karakterisering av positivt

seleksjonstrykk i proteinkodende gener

av David A. Liberles

En organismes genom har opp gjennom evolusjonen blitt formet av mange prosesser. Genduplikasjon, som
kan skyldes rekombinasjon, transposisjon, polymerase-feil og andre mekanismer, former genomenes gener
og funksjonelle elementer, Duplikasjonene blir i sin tur péavirket av setespesifikke mutasjoner, insersjons/
delesjonsmutasjoner (indels), drift, omstokking av funksjonelle enheter, og til slutt seleksjon. Gjennom slike
prosesser kan en fi endringer i gensekvensen, strukturforandringer i proteinene, endringer i spleise-monstre
og i de regulatoriske forhold som gjor at ekspresjonsmenstrene kan forandre seg

Interessante tilfeller av indel-begivenheter i samband
med seleksjon har blitt oppdaget (Podlaha and Zhang,
2003). I denne artikkelen ble lengden av linkeren som
regulerer N-terminal inaktivering av spenningsregulerte
kalsiumkanaler vist & vaere under positivt seleksjonstrykk
mellom ulike primat-ortologer.

Punktmutasjoner er den best studerte kilden til positiv
seleksjon. Punktmutasjoner er en tilfeldig prosess, og
mutasjoner drifter gjennom en populasjon avhengig
av populasjonssterrelse og —struktur, noe’som i siste
instans resulterer i en fiksering eller tap av mutasjonen i
populasjonen. Seleksjonen kan inntreffe pa mange nivaer,
fra genomisk seleksjon for GC-innhold, til mRNA-
seleksjon for baseparring, til translasjonell seleksjon
for enkelte kodons basert pd ulike tRNA-molekyler.
Seleksjon pa proteinnivéet inntreffer pa toppen av de
ovenfor nevnte typer.

Seleksjonstrykk pa proteinnivaet som avviker fra
neytralitet kan vere enten negativt eller positivt. Et
negativt seleksjonstrykk inntreffer nir en aminosyre er
optimalt tilpasset dens potensielle funksjonelle rolle i
proteinet. I dette tilfellet blir enhver annen aminosyre
eliminert fra populasjonen fordi organismene blir mindre
tilpasset. I praksis vil det eksisterer et kontinuum av
seleksjon mellom sterkt negative (bare en aminosyre er
forenlig med funksjon), til negativ (for eksempel der bare
fem hydrofile aminosyrer som KREND er forenlig med
funksjon) og til ngytral (alle de tjue aminosyrene er like
vel forenlige med funksjon).

Et positivt seleksjonstrykk inntreffer nér en organisme
med en mutasjon har en hgyere "fitness" enn de uten,
og nar mutasjonen blir fiksert i populasjonen gjennom
drift. Aminosyren under positivt seleksjonstrykk kan
representere en nyvinning som i siste instans tillater
organismen 4 tilpasse seg sitt levemiljo pa en ny mate.
Substitusjonen kan ogsa veare et svar pa en svakt skadelig
substitusjon ellers i proteinet, eller i et interagerende
protein

En generell observasjon, som har blitt gjort, og som
er. uavhengig av proteinfunksjon, er at enkeltkopigener
(de gener som har ortologe likheter til naere arter utenom
egen gruppe) og nylig dupliserte gener i et genom (de
som viser paraloge forhold til nere arter utenom egen

gruppe) viser ulik oppfersel (se for eksempel Wagner,
2000). Ohno (Ohno, 1970) foreslo i et meget bergmt
arbeid at genduplikasjoner var en viktig mekanisme for
a skape evolusjonzre nyheter. Mekanismen bak dette var
at genduplikasjoner ble frie fra negativt seleksjonstrykk,
noe som satte dem i stand til & utforske det mulige
sekvensrommet inntil en av kopiene avvek tilstrekkelig fra
utgangspunktet til ikke lenger & kunne utfare sekvensens
opprinnelige funksjon. Denne kopien ble dermed frigjort
til & fortsette & utforske sekvensrommet med sikte pa
finne nye funksjoner, eventuelt med positiv seleksjon
og neofunksjonalisering. Lynch (Force et al., 1999) har
karakterisert neofunksjonalisering, subfunksjonalisering
og pseudogenisering som alternative sluttpunkter for
dupliserte gener.

Med en interesse for & forstd neofunksjonalisering
langs enkeltlinjer som utgangspunkt, skal vi na se litt
pa metodologi for & pavise den. Den genetiske koden
inneholder redundans i enkelte posisjoner, ved at flere
koder kan gi samme aminosyre. Disse posisjonene, oftest
tredje-posisjon i kodons, kalles synomyme, og deres
substitusjonsrate kalles den synomyme substitusjonsrate.
Posisjoner der substitusjoner kan endre de kodede
aminosyrer kalles ikkesynonyme posisjoner, og deres
substitusjonsrater kalles den ikkesynonyme nukleotidsub
situsjonsrate. Ratioen mellom ikkesynonym og synonym
substitusjonsrate (ogsé kjent som Ka/Ks, dN/dS eller
) er en indikator pd seleksjonstrykk i et gen. Nar Ka
er signifikant sterre enn Ks er dette evidens for positiv
seleksjon, der individene med aminosyremutasjoner er
bedre tilpasset enn individer uten slike mutasjoner. I
forbindelse med en “multiple sequence alignment” og
fylogenetiske treer kan Ka/Ks tilpasses som en grein-
spesifikk parameter innen en sannsynlighetsmodell
(Yang, 1998). Alternativt kan definerte ursekvensers
avvik ved forgreningspunktet bestemmes, og Ka/Ks
bestemmes parvis mellom sekvensene lang greinene
(Messier and Stewart, 1997).

Endelig kan en gjennomsnittsberegning av Ka/Ks
over hele genet oppfattes som et konservativt mal for
pavisning av positivt seleksjonstrykk. I et protein som
er gjenstand for neofunksjonalisering vil posisjonene
som pévirker proteinfolding sannsynligvis vere under
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negativt seleksjonstrykk, mens de som for eksempel i
en proteinbindende lomme er under utvikling for & binde
en ny ligand, vil vere under et positivt seleksjonstrykk.
En metode for 4 dele opp sekvensen kalles primere
sekvensvinduer, der Ka/Ks beregnes over en rekke av
sammenhengende aminosyrer i den primere sekvensen
(Endo et al., 1996; Fares et al., 2002). En annen metode
er 4 dele opp sekvensen i de som er helt uforanderlige
gjennom evolusjonshistorien, og de som har vist
variasjon. Deretter beregnes Ka/Ks for de aminosyrene
som varierer (Siltberg and Liberles, 2002). I siste
instans er det struktur og funksjon som er gjenstand for
seleksjon. En tredje metode, kalt tertizere sekvensvinduer,
beregner Ka/Ks i et sirklaert rom med en gitt radius rundt
hver aminosyreposisjon (Berglund and Liberles, under
arbeid).

En annen innfallsvinkel for & péavise positivt
seleksjonstrykk eraseetteretskiftisubstitusjonsmodellen.
En spesifikk sannsynlighetsratiotest er utviklet for & gke
antall parametre og & etterspgarre en tilhgrende signifikant
forbedring av sannsynlighetsscore. Den mest vanlige
parameteren som benyttes, kalt a, er formparameteren
av T'-distribusjonen av aminosyrerater pa tvers av
posisjoner (Gaucher et al., 2002). Den optimale
substitusjonsmatriks som beskriver en aminosyre kan
ogsa testes (Soyer et al., 2003).

Disse metodene kan ogsd anvendes for & oppdage
neofunksjonalisering i stor skala i kordaters genfamilier.
Var forste innfallsvinkel for & pavise neofunksjonalisering
brukte en “Master Catalog” som utgangspunkt (Liberles
etal., 2001). I senere tid har vi begynt & bruke vare egne
genfamilier, tilgjengelige pé http://www.bioinfo.no.

En enkel prosedyre for & bygge gode genfamilier er &
starte med et alle-mot-alle BLAST-sgk for & eliminere
proteiner som ikke er nart beslektet med hverandre.
Grenseverdien en bruker for slektskap kan defineres
avhengig av hvorvidt familiedefinisjonen er basert
pa artstaksonomi eller sekvensavstand. Hvis en er
interessert i sekvensavstand som kriterium, kan man
filtrere BLAST-treff med en definert PAM-avstand og
parvise lengdeterskler. Ulike algoritmer er tilgjengelige
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for enkel og fullstendig “linkage clustering” for &
danne familier. Nar et familiesett har blitt identifisert,
kan proteinbaserte multiple sequence alignments og
fylogenetiske trer beregnes. Den presise prosedyre
avhenger av de vitenskapelige spermél som skal
besvares. Den generelle prosdyren, utvidet for & pavise
positiv seleksjon i fylogenetisk sammenheng, er vist i
figuren nedenfor.

Ved en beregning av Ka/Ks over alle 5305
kordatgenfamilier i vr Master Catalog, kunne vi pavise
643 greiner fra 280 genfamilier som representerte 63
greiner i NCBI-taksonomien (Benson et al., 2004)
ved hjelp av en gentre-til-artstre-kartlegging (Liberles
et al.,, 2001). Disse ble samlet inn i en database kalt
“The Adaptive Evolution Database”, eller TAED.
Etter som stadig flere kordat-genomer sekvenseres vil
genfamiliene bli stadig mer presise, med stadig kortere
grein-avstand mellom genene. Mange av de positivt
selekterte genene i den opprinnelige TAED-beregningen
var av immunsystem-gener og gener involvert i
reproduksjon, dvs. to klassiske eksempler pd det som
kan kalles evolusjons-vapenkapplepet. To pattedyrgener
vi undersgkte i stor detalj, basert pd den opprinnelige
TAED-beregninen, var leptin og plasminogen aktivator.

Leptin har blitt identifisert som et fedme-gen i mus.
Leptin-manglende mus er fete, og behandling med leptin
eliminerer fedmen. Imidlertid synes mus som et darlig
modellsystem for leptin i mennesker (Benner et al.,
1998). Leptin-treet i TAED antydet en primat-spesifikk
evolusjon. The kunne ogsa sees som et skift i o mellom
primater og andre pattedyr av Eutheriaileptingenfamilien
(Siltberg and Liberles, 2002). Videre ble det pavist at
leptinreseptorens ekstracellullere del viste tilsvarende
menster for positiv seleksjon for leptin (Benner et al.,
1998). Evidens for transposon-mediert nyekspresjon
av leptin i morkake og en annen inserjsonsbegivenhet
i leptins reseptor gjennom primatevolusjonen har ogsé
kommet til syne (Bi et al., 1997; Kapitonov and Jurka,
1999). Ved hjelp av strukturinformasjon har et nytt
bindingssete i leptin blitt foreslétt (Gaucher et al., 2003).
Videre har bindingsflaten mellom leptin og reseptoren
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Enskjematiskframstilling avdatabasert funskjonsgenomisk analyse av genfamilier, via multippel sekvenssammenstilling
og fylogenetiske treer og bruk med evolusjonshpoteser som Ka/Ks. I siste instans er slike malinger korrelert til andre

begivenheter som inntreffer i samme del av livets tre..
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blitt gjenstand for radikale substitusjoent, som vist i
datamaskin-modeller (Hiroike et al., 2000). Alt dette
peker mot neofunksjonalisering av leptin i primater, og
en delvis forskjellig funksjonell rolle sammenliknet med
den i mus.

Plasminogen aktivator har veart utsatt for multiple
genduplikasjoner mellom Desmodus rotundus (vanlig
vampyrflaggermus) og den narmeste ikke-blodsugende
slektning, Carollia perspicillata (kalifornisk korthalet
fruktflaggermus) (Kemi, Savolainen, and Liberles,
upubliserte  observasjoner). Positiv  seleksjon
er tydelig i TAED fra den bovine utgruppen av
genduplikasjoner, s& vel som langs greinene som
skiller duplikasjonene fra hverandre (Liberles et al.,
2001). Vampyrflaggermus-paralogene, som uttrykkes i
spytt, gjor vampyrflaggermusene i stand til & forhindre
blodklumping ved suging av blod fra et bitt. Pagdende
sekvensering og analyse har som mal & forstd de ulike
funksjonelle roller for de ulike duplikater. Fire paraloger
har blitt sekvensert fra vanlige vampyrflaggermus,
men ingen med to kringle-domener, som er ngvendig
for bovin regulering av plasminogen aktivator.
Videre er ingen sekvenser kjent for “harry-legged”
vampyrflaggermus (Diphylla ecaudata) eller hvit-vinget
vampyrflaggermus (Diaemus youngi). Det innebzrer at
tidsrekkefolgen av duplikasjonsbegivenhetene, sével
som graden av konservering, forelopig er uklar. Disse
ubesvarte spersmél er gjenstand for undersgkelse i
pagaende forskning i Bergen.

Etter som gen-og genomsekvenseringiulike kordatarter

oker, vil komparativ genomikk gi stadig sterre kraft til &
pavise positiv seleksjon og neofunksjonalisering, for
pa den méten & gi hint om molekylere mekanismer for
artsavhengig tilpasning. Samtidig utvikler metodene for
& pévise slike forandringer seg. Denne kombinasjonen
muliggjer et rammeverk for en bedre forstielse av
kordatgenomenens evolusjon.
Noter:Norsk oversettelse ved redaksjonen. Deler av denne
artikkelen likner Liberles, D.A. “Detecting and Characterizing
Adaptive Evolution in Chordate Proteins.” in Comparative
Genomics of Vertebrates: Concepts and Bioinformatic Tools.
INSERM, 2004.
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Diagnose

Dersom du tror du bioinformatikk kan hjelpe deg i din
forskning, men foler behov for rddgiving, oppfordrer vi
deg til & ta kontakt med oss. Basert pé en kort beskrivelse
av problemstillingen tibyr vi & stille en diagnose. Det
vil si at vi basert pd var kompetanse vurderer hvilke
bioinformartiske tilneerminger som kan vare aktuelle,
og hvor mye innsats som trengs for & gjennomfore
eventuelle bioinformatiske analyser. Selve diagnosen
er gratis!




