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1. WSTEP

1.1. Charakterystyka genéw naktadagcych si

Tomasz Morgan w 1911 roku baglaj geny muszki owocowej Dfosophila
melanogastgrdoszedt do wnioskuse g one utgone na chromosomie liniowo jak koraliki
w naszyjniku [1]. Opis ten musiat jednak zdstpoprawiony kiedy zsekwencjonowano
pierwszy genom wirusowy - genom bakteriofaA174 [2]. Podczas analizy zauigno,
ze oprocz tandemowego uknia gendw w genomie tym istniepa przeciwlegtych niciach
dwie pary genow kodagych biatka, ktorych translacja w dwochzngch ramkach odczytu
odbywala s} na wspodlnej sekwencji DNA [3]. Obserwacja ta byferwszym
udokumentowanym przypadkiem wygbwania zjawiska naktadania gienow.

Naktadajce sé¢ geny, opisuje sijako pary ranych gendw o pokrywagych se
catkowicie lub do pewnego stopnia sekwencjach kawgh Bdz niekodugcych.
W regionie naktadania egzon lub intron jednego geawiera intron lub egzon drugiego
genu. Zjawisko to obserwowane jeskstp w genomach wirusowych i prokariotycznych,
jak rowniez w DNA mitochondrialnym. Uwza sk, ze jest to powszechna strategia
organizacji genomu i regulacji genowej u baktafii.1986 roku opisano pierwsze przypadki
wystepowania genoéw nakfadgjych s¢ u organizméw eukariotycznych — myszy i muszki
owocowej [4, 5]. Jednélke zjawisko nakladagych s¢ gendw u wyszych organizmow przez
diugi jeszcze czas uwano za bardzo rzadkie [6, 7]. Waezenie sekwencjonowania
pierwszych genomoéw eukariotycznych i analizy calyttanksryptomow wykazaly,
ze posiadaj one wysol liczbe wystipien naktadagcych se¢ jednostek transkrypcyjnych
[8, 9, 10, 11, 12, 13]. Te antysensowne transkryptzestnicz w wielu procesach
komédrkowych, takich jak imprinting genomowy, inaktycja chromosomu X, splicing
alternatywny, wyciszanie genow i metylacja, redagoi@ RNA oraz translacja [14, 15, 16,
17, 18, 19].

Geny naktadace s¢ mazna podziek na kilka r&nych kategorii w oparciu
o kierunek transkrypciji, jak rownieze wzgédu na fragmenty sekwencji dzielone peday
naktadagcymi sk rejonami. Na potrzeby przeprowadzonych w ninigjsgeacy analiz
przyjeto, ze podziat genow nakladgjych sg¢, sktada si z trzech gtownych typéw: glowa
do gtowy head-to-heal ogon do ogonatdil-to-tail) oraz geny zagnielzone (estedl
(Ryc.1).
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Ryc. 1. Ogélny schemat sposobu naktadaniaggndw, skategoryzowany w trzy gtéwne typy: naktadanie

typu ogon do ogonatdil-to-tail, naktadanie w regionie kodéw 3’); B. glowa do glowy ltead-to-headprzy

konicach 5’ genéw)C, D. geny zagnigdzone (nested. Kolorowe bloki oznaczajegzony, cienkie linie introny.

1.2. Hipotezy na temat ewolucji genéw naktadagych sk

Kolejne badania wskazujna coraz to nowe przypadki wypbwania zjawiska
naktadania si gendéw u ranych gatunkow. Jedna& ich pochodzenie ewolucyjne nadal
pozostaje niejasne. W celu wytlumaczenia sposobujakv doszio do powstania tego
fenomenu zaproponowano kilka mechanizméw. Rgnizaprezentowano trzy gtowne

podegcia do tego tematu.

1.2.1. Ewolucja genoéw naktadajcych sk na drodzeoverprintingu

W badaniach nad ewolucjnolekularm zaproponowano hipotezavielkiego wybuchu
(big bang, ktora zaktada wygpienie swego rodzaju genetycznej ,eksplozji”. Miaaa
doprowadzt do szeroko rozpowszechnionego wpsiwania  spokrewnionych
ze sol czsteczek biologicznych oraz szlakow biosyntetyczny&bore g wspoélne
dla wszystkich organizméw [20]. Zgodniegwiz § hipoteza za wikksza¢ obserwowanej
obecnie ranorodndci molekularnej odpowiadajprocesy takie jak mutacje, duplikacje DNA
i jego rearamacje, tasowanie egzonow, transpozycije itp. [21].

Nie mazna jednak pomigt faktu powstawania gendde novow ewolucji genoméw.
Nowe geny mog by¢ tworzone na dwa #he sposoby. Gasteczki polinukleotydow
sa polimeryzowane od nowa [22, 23{d# tez mogs by¢ generowane na drodze translacji przy
uzyciu wczeniej niewykorzystywanych ramek odczytu Ilub istaggich kodugcych
i niekodupcych fragmentow genomu. Mibvosé utworzenia nowych genéw z wczéej
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istniegcych sekwencji nukleotydowych zostata ckoma mianenoverprintingu[24]. Nowe
geny lub regiony kodgge powstate w wyniku tego procesw s€zsto wykrywane
w nakladajcych s¢ genach.

By¢ maze najbardziej przejrzystym przykladem powstawaniendyv de novo
na drodzeoverprintinguwraz z jednoczesnym utworzeniem nakfadej st pary jest geru
receptora hormonu tyroidowegdR). Nalezy on do rodziny gendw kodigych receptory
jadrowe, ktorych ligandy (witamina D, retinoidy, hasny tyroidowe) zawieraj steroidy
[25]. Gen receptoralRx posiada dwie formy podlega@e alternatywnemu splicingowi.
Pierwsze osiem egzondéw jest wspélne dla obu forapmiast egzon 9-ty jest unikatowy
dla formy TRul, a egzon 10-ty dIdRx2. Formy te rénig sic sekwengj i dlugdscia ich
C-konca, ktory funkcjonuje jako domena a@ica ligand. Aminokwasy C-ka@owe formy
TRx2 kodowane przez nukleotydy twace region nakladania z genem receptora
tyroidowego éar-1) nie wykazuy zadnego znagrego podobigstwa do domen wkacych
ligand pochodzcych z innych cztonkdw wymienionej rodziny genowéatomiast sekwencje
gendw TRl i ear-1 wykazup wyrazne podobiéstwo sekwencji do receptoréw innych
cztonkow rodziny genowej, dlategozteg oryginalnymi genami. Egzon 10-BRx2 powstat
pézniej, de novd26].

Stosujc sk do zaproponowanej povrgj hipotezy mena zatay¢, ze organizmy
posiadaj dwie klasy gendw, ktore bigmudziat z zjawisku naktadaniagsistare ewolucyjnie
geny, z ktérych wiksza¢ powstata przed oddzielenienme ssrganizmow prokariotycznych
od eukariotycznych (np. kodige rRNA, tRNA, biatka rybosomalne) oraz geny miauaye,
ktore filogenetycznie ograniczong go organizméw, w ktorych wygtuja i ktore kodug
biatka o zranicowanych funkcjach dostosowanych do warunkdwia danego organizmu.

Ta druga klasa genéw ¢sto zaangaowana jest w zjawisko naktadania.si

1.2.2. Ewolucja genow nakladajcych sk na drodze translokacji i adopcji sygnatu

Shintani [27] rozwaa dwie drogi, na ktérych teoretycznie mogtosdajo powstania
zjawiska nakladania sigendéw. Po pierwsze, w danym obszarze DNAzenadarzy sk,
ze wigcej niz jedna ramka odczytu ma potencialrdolngé kodowania biatka. 3& kodon
startowy transkrypcji lub temiejsce inicjacji transkrypcji powstanie na drodaeypadku
w obrebie tego odcinka DNA to z wykorzystaniem dodatkoveapnki odczytu, z tego samego
locus genowego mie powsta dwa lub wecej typdw mRNA. Ma to miejsce
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na przyktad u ssakéw z udzialem gendw kedygh biatka Xlas i ALEX [28].
Alternatywnie, dwa powstate niezatee geny mog ulec translokacji, a kaly z nich uzyska
cze$¢ swojego transkryptu z tego samego lub komplemeatgr fragmentu DNA,
co poskutkuje wytworzeniem naktadania.

Dla zbadania pochodzenia eukariotycznych nakidaglah s¢ genéw autorzy
koncepcji przeanalizowali pargenéw ACAT2 i TCP1 Ludzki gen acetylotransferazy
2 acetylo-CoA ACAT? koduje tiolaz — enzym zaangawany w metabolizm lipidéw. Gen
TCP1 (T-comlpex 1) koduje molekularny chaperongddry czionkiem rodziny biatek
opiekwczych [29]. Oba geny nakladagic swoimi niepodlegacymi translacji regionami 3’
(tail-to-tail). W celu stwierdzenia w jaki sposob naktadanientogio powsta w toku
ewolucji zidentyfikowano i przebadano homologicayeny organizmoéw takich, jak danio
pregowany, afrykéaska ropucha szponiasta, kajman, dziobak, oposabia[27].

Rezultaty badawykazaly,ze przez wksza¢ historii ewolucyjnej keggowcow geny
ACAT2 i TCP1 istnialy jako niezalene jednostki. Ich nalenia, ktére zaobserwowano
w przebadanych na potrzeby przeprowadzonej analsakach, wliczag w to stekowce
i torbacze, powstato podczas tranzycji z ssakokeytzh gadéw do ssakow. Mogto do tego
dojs¢ w dwojaki sposob. Po pierwsze, na drodze reagh ktdrej towarzyszyta utrata i
3" UTR wraz z sygnatem poliadenylacji, dla przykiad genuTCP1l Jednocz@&ie nowy
sgsiad, jakim zostat genACAT2 zawierat niekodujca ni¢c ze wszystkimi sygnatami
niezlednymi do zakaczenia translacji oraz obrébki transkryptu. DlatégiogenTCP1mogt
zachowa& swop normalrg funkcjonalnd¢. Drugi, bardziej prawdopodobny sposéb,
to taki,ze dwa geny zostahgsiadami na drodze reatatji, ale z pocgtku nie naktadaty si
W p&niejszym czasie jeden z gendw utracit swoj sygnaliapenylacji i zacg
wykorzystywa ten obecny w niekodagej nici innego genu i w ten sposob para zostata
utrwalona. Niekodujce nici gendbwACAT2 z danio pggowanego, ropuchy i kajmana
zawierag w rzeczywistéci jeden lub wgce] potencjalnych, poprawnie zorientowanych
i umiejscowionych sygnatéw poliadenylacyjnych wigetgach 3’ UTR, ktére to mogly zosta
wykorzystane przez gemyCP1

Rearanacja wygenerowata w ten sposob ¢aktéra od momentu powstania
dziedziczyta si jako jednostka. Ograniczenie naktadania do pojedgjfilogenetycznej linii,
jaka 53 ssaki sugerujeze pohczenie dwoch gendw nagtto tylko raz i utrzymuje siod 200
milionéw lat. Wniosek ten popiera ponadto obseraackonserwacji sekwencji

w regionie 3° UTR genowACAT2i TCP1 U ssakéw ich podobistwo jest stosunkowo
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niskie w naktadajcej st czesci, ktéra oskrzydla region genCAT2 Jednake w czsci
otaczajgcej region gen CP1, ktory ulega translacji, podoliistwo to jest uderzgge — caly
blok sekwencji ulegt konserwacji w ewolucji stekawg torbaczy i tayskowcow
z ich wspolnego przodka.

Powdd, dla ktérego wymienione geny pozostaly gqme ze sofp przez okoto 200
milionéw lat pozostaje niejasny. Nawetljew niektérych gatunkach nagtita drugorzdna
separacja tych genéw, prawdopodobnie uckeadici ssakdébw pozostaly one razem.
Nie istnieje dowdd na tae genyACAT2i TCP1s w jakikolwiek sposdb spokrewnione ze
soly ewolucyjnie, strukturalnie, czy funkcjonalnie. Ta®$¢ natazonych gendw mze by
konsekwengj konserwatywnej natury procesow ewolucyjnych allhudnien zwigzanych
z separagj [27].

1.2.3. Powstanie naktadajcych si gendéw wyciekiem transkrypcyjnym?

W wigkszaci przypadkow nalgen pomidzy dwoma genami kodagymi biatka
zjawisko to ograniczone jest do ich regionow nidpgdpcych translacji (UTR) [30].
Dodatkowo w wielu przypadkach w nakfadanie zaaogana jest alternatywna
poliadenylacja, co stwarza kilka wariantow trangkuy ktore ré@nia sic w swojej dtugdci
konca 3'. Zasugerowanag przynajmniej potowa z wszystkich ludzkich gendodije wiele
transkryptow z alternatywnym koem 3’ [31]. Nie ustalono jednad, czy ta alternatywna
obrobka jest nieprzypadkowa i prowadzi do kontra@aego nakladania poadizy
transkryptami, czy testanowi ,wyciek” z transkrypcyjnej maszynerii RNNiepowodzenie
mechanizméw transkrypcji w rozpoznaniu poprawnegdejsta poliadenylacji (na przyktad
z powodu mutacji) mae w rzeczywistéci doprowadzi do czytania genow w ztym kierunku
[32]. Dodatkowo kiedy kilka blisko po#mnych regionéw poli-A znajduje siw tym samym
transkrypcie konkurgj one ze sob o poliadenylag [33]. Takie ogony poli-A mog
z fatwaicia zost# dodane w ewolucji, czego wynikiem jest powstaniezepiwnie
zorientowanych genow naktadaych s¢ ze soh.

Dahary i wspofautorzy na podstawie porownania gewe cziowieka i rozdymeki
(Fugu rubripe$ stwierdzili, ze w toku ewolucji antysensowne pary genéw zachovwmgva
Sa znacaco wyraniej niz pary nie-antysensowne. Pgga to za sabwnioski, ze naktadanie
genow u cziowieka mogto ulec konserwacji w toku kwp kregowcow. Sid tez takie

natlazenia § raczej prawdziwe, a niegspo prostu swego rodzaju ,wyciekiem”
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transkrypcyjnym. Separacja genow z pary deidoy oba z nich (w przeciwistwie
do neutralnego efektu separacji peday nienaktadacymi sk genami) i sid tez
obserwowana jest negatywna selekcja [30].

1.3. Muszka owocowa jako organizm modelowy

Muszka owocowa, Drosophila melanogaster jest niewielkim owadem,
zaklasyfikowanym do krlu muchéwek Diptera). Wielkos¢ jej ciata waha siod 2 do 3 mm
[34]. Zaliczana jest do waych bezkeggowych organizmoéw modelowych, a badania nad ni
trwaja juz ponad 100 latD. melanogastefjest ztazonym wielokomorkowym organizmem
z wieloma cechami rozwojowymi i behawioralnymi, tdés wspdlne z innymi gatunkami,
w tym takze z czilowiekiem. Dzki temu prowadzone na niej badania poczynity zpeyz
wkiad w zrozumienie fundamentalnych procesow biingych.

Hodowla muszki owocowej wymaga niewielkiego wkiaduwysitku - nawet
w przypadku wykorzystywania wkszych ilgci osobnikbw nie ma zapotrzebowania
na duag przestrzé hodowlan. Jej morfologia jest tatwa do identyfikacji. Caagtwarzania
nowego pokolenia jest krotki, okoto 10 dni w termgiarze pokojowej, gtl w ciagu zaledwie
paru tygodni ména bada kilka pokoler. Drosophik cechuje wysoka ptoddé — samice
mog zitozy¢ ponad 800 jajeczek w ggu swojegozycia. Samce i samiceg statwo
rozr&nialne, a niezaptodnione osobniki ama z tatwdcia izolowas w celu przeprowadzenia
genetycznych krzydwek. Doroste larwy posiadgajogromne chromosomy w gruczotach
slinowych zwane chromosomami politenicznymi. && s¢ z tatwacia zaobserwowa
nabrzmienia guffg stanowj regiony o intensywnej przebiegegj transkrypcji. Samce nie
wykazup rekombinacji mejotycznych [35].

Haploidalny genom muszki zawiera ok. 131-165 mifiw par nukleotydow, a liczba
wystepujacych gendéw kodugych biatka to ponad 13 tysly. Drosophila posiada jedynie
4 pary chromosomoéw - 3 pary autosomow i l¢peliromosomoéw piciowych: zestaw XY
dla samcow i XX dla samic [34].

Drosophila melanogastejest jednym z pierwszych eukariotycznych organiamé
ktérych DNA catkowicie zsekwencjonowano. Genom nkusavocowej zostat opublikowany
w 2000 roku [36].

-12 -



1.3.1. Genomy 12 gatunkoéw muszek rodzajDrosophila

Gatunki z rodzajDrosophilaréznig sie istotnie pod wzgidem morfologii, ekologii
i schematéw zachowania [37]. Dwaoe zsekwencjonowanych gatunkéw pochodzi
z Afryki, Azji, Ameryki Poinocnej i Potudniowej oraz wysp Australii i Oceanii. Wod nich
Sa gatunki kosmopolityczne O melanogaster, D. simulapsjak i te zamieszkygge
pojedyncze wyspy[l¥. sechellia [38]. Reprezentyj one mnog&¢ strategii behawioralnych,
od generalistow pokarmowych, j&k ananassaelo wyspecjalizowanych pokarmowo, takich
jak D. sechellia ktorazywi si¢ wytagcznie owocami jednej ktiny.

Pomimo tej ranorodndci fenotypowej gatunki z rodzajrosophila wspotdzieh
charakterystyczny plan budowy i plan cyklyciowego. Chocia do tej pory ekstensywnie
przebadano tylkoD. melanogaster wydaje s¢, ze wickszag¢ gtdwnych aspektow
komorkowych, molekularnych i rozwojowych jest zakerwowana wréd tych gatunkow.
Dlatego te, oprocz bada nad powazaniami pomgdzy sekwencjami, a #dorodndcig
fenotypova, genomy tych gatunkéw stanawiréwniez doskonaly model do analiz
ewolucyjnych [39].

Kompletny genom wszystkich przebadanych muszekuwecseé podobn diugacia
oraz liczla gendbw — w przyblieniu 14 tysicy. Wickszai¢ z gendw kodujcych biatka
u D. melanogasterfjest zakonserwowana u pozostatych zsekwencjonoshamatunkow:
77% genow ma mdiwe do zidentyfikowania homologi we wszystkich psiatych
genomach, 62% nie by zidentyfikowane jako unikatowe ortologi w 6 genatagrupy
melanogastera 49% jako unikatowe ortologi we wszystkich 12g®aach [39].

Jak pokazaly badania najszybciej zmianom podlagfakcja gendw muszek, ktora
Zwigzana jest z ich rozrodem, odpofoia na patogeny oraz zmystamieghu i smaku.
D. sechellia ktéra odywia sk wytacznie jednym rodzajem pokarmu w toku ewolucji gabit
receptory smaku kilkakrotnie szybciej od innych ugddw. D. willistoni utracita gen
odpowiedzialny za syntezselenoproteiny, ktéry obecny jest u pozostatydamgeow [39].

Pierwszymi opublikowanymi genomami muszek z rodZajosophila byty genomy
D. melanogaste36] i D. pseudoobscurg40]. W 2007 roku Konsorcjum 12 genomow
Drosophili (Drosophila 12 Genomes Consortiunopublikowato genomy 10 innych —
D. sechellia, D. simulans, D. yakuba, D. erecta,aDanassae, D. persimilis, D. willistoni,
D. mojavensis, D. virilisoraz D. grimshawi wraz z analiz poréwnawcz wszystkich
12 gatunkéw [39].
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1.4. Opublikowane analizy nakfadania si genow uDrosophila melanogaster

Zagadnienie nakfadaniagsgendéw uDrosophila melanogastejest mato poznane.
Jak dotgd wydano jedynie kilka artykutow na ten temat. Ri&zy opisany przez S. Henikoffa
przypadek wysipienia pary nakfadagych sé gendw opublikowano w 1986 roku [41].
Dotyczyt on zagnigdzenia genu kodgpego biatko kutykuli poczwarkiRcp wewmtrz
intronu genu biatka zaangawanego w szlak biosyntezy puryn. W tym samym roku
C.A. Spencer i wspotautorzy opisali przypadek psahia genu kodggego enzym DOPA-
dekarboksylazycd) z genem o nieznanej funkcji [5]. Znajdwgie one w orientacji ogon
do ogona i wspotdziel region genomowy o diugoi 88 par zasad. Na podstawie hada
ekspresji obu gendéw oraz czasowej i przestrzenysjybuciji ich transkryptow w komérkach
autorzy wnioskowali o mdiwosci interferencji transkrypcyjnej wraz z towarzgsgmi

jej implikacjami regulatorowymi jako skutek naémia wspomnianych gendw.

Inny artykut, opublikowany w 1989 roku przez R3chulza i B.A. Butlera dotyczyt
organizacji klastera genowegm600-gdI-Eip28/29[42]. Autorzy stwierdzili w swoich
badaniach,ze wspomniane nakfadge s¢ geny mog by¢ przedmiotem transkrypcyjnej
interferencji - negatywny wptyw na transkrypay kierunku od promotora. Drgg catkiem
odmienra konsekwengj organizacji nakladagych s¢ gendw mae by wykorzystanie
wspolnych elementéw regulatorowych, tak by wspaitegat ekspresj dwoch genow.
Trzech mazliwoscia jest to,ze geny w klasterze maagulega& ekspresji wyranie z powodu
kombinacji funkcji wielu elementéw regulatorowychokalizowanych w regionie genéw
naktadagcych s¢ [42].

G. Papai w swojej publikacji z 2002 roku opisatléiaia nad dwoma naktadaymi
sic genamiD. melanogasterdada2a/drpb4i dtat (w orientacji glowa do gtowy) [43].
Obserwowane naktadanie jest tu rozpatrywane jakawgopodobnie zaangawanie
w zjawisko wyciszania genow, interferepdRNA (RNAI) w regulacji transkrypcyjnej tych

genow.
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1.5. Bioinformatyka w badaniach nad naktadagcymi sie genami

Bioinformatyka stanowi zastosowanie technologifoimatycznej w dziedzinie
biologii, zwtaszcza molekularnej. Obejmuje zarOéwtworzenie i rozwoj baz danych,
algorytmow, technik obliczeniowych i statystycznyghk réwniez zarzdzanie i analizy
danych biologicznych. Zadania, z jakimi mdp czynienia bioinformatycy, to gdzy innymi
mapowanie i analizowanie sekwencji DNA i biatekpdsowywanie rinych sekwencji DNA
i/lub biatkowych, przewidywanie i tworzenie trojwyanowych modeli struktur biatkowych.

Bioinformatyka znajduje tale swoje zastosowanie w badaniach nad genami
naktadagcymi sk i ich ewolucyg. Ponie] przedstawiono przyktady trzech ngizi

bioinformatycznych wykorzystywanych w tego typu kzech.

1.5.1. EVOG

EVOG (Evolution Visualizer for Overlapping Genedo internetowa baza danych
do ewolucyjnych analiz gendéw naktaglajch s¢ wraz z interfejsem do wizualizacji [44].
Zawiera zbiory nakladagych s¢ gendw czlowieka, szympansa, orangutana, rezusajykr
konia, dziobaka, psa, kota, myszy, kurczaka, sz;zi@nio pggowanego, oposa oraaby
szponiastej. Korzystgf z tej bazy mezna w prosty sposob uzyskaestawy naktadagych sg
genow, ktore wspolneggla kilku z wyzej wymienionych genomow. EVOG jest bardzo tatwa
w uzyciu w analizach poréwnawczych meych na celu zbadanie procesu ewolucji genow
naktadagcych se¢. Wspomniany interfejs do wizualizacji g do konfiguracji
i prezentacji na chromosomach wyniku analizy poréweeej nakladapych s¢ gendw.
EVOG zostal zaimplementowany wezyku JAVA 1 dostpny jest pod adresem
http://neobio.cs.pusan.ac.kr/evog/. Niestety w ¢dm ostatnich wersji uswtdb zestaw

danych dla genombDrosophili melanogaster

1.5.2. OGtree

OGtree to narkdzie do konstruowania drzew genomowych dla gatunkéw
prokariotycznych w oparciu o pomiary zawado nakladajcych sé gendw
i ich uporadkowanie w genomie [45]. Geny naktagtag s¢ s3 wszechobecne w genomach

bakteryjnych i o wiele bardziej zakonserwowane paolzy ré&znymi ich gatunkami i geny
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nienaktadajce s¢. W oparciu o te wikxiwosci wykorzystano geny naktadage s¢ jako cechy
filogenetyczne, ktére magpostzy¢ do rekonstruowania ewolucyjnego pgwania wrod
genomow bakteryjnych.

Na podstawie wprowadzonych numerow akcesyjnychomnv prokariotycznych
OGtree pobiera ich kompletrsekweng} z bazy NCBI i identyfikuje geny nakladap sé¢
w kazdym z genomoéw i ich ortologiczne pary w innych gmach. Nasipnie oblicza
dystanse ewolucyjne postizy kazda parg z wefciowych genomow na podstawie kombinaciji
ich zawartéci gendéw naktadagych s¢ i kolejncsci ortologicznych par. Na koniec
wykorzystuje opast na dystansach metpdkonstruowania drzew do stworzenia drzew
genomowych dla weégiowych genomow prokariotycznych zgodnie z ich dgsami
obliczonymi dla ortologicznych par genéw naktadsih sé.

OGtree dospny jest pod adresem http://bioalgorithm.life.netlu.tw/OGtree/.

1.5.3. BPhyOG

BPhyOG to internetowy interaktywny serwer do reitamowania filogenii genomow
bakteryjnych w oparciu o wspétdzielone przez nikladapce s¢ geny [46]. Do budowania
drzew wykorzystuje dwie metod\eigbor Joiningoraz UPGMA Unweighted Pair-Group
Method using Arithmetic averagesUzytkownicy mog zastosowa& wybrary metod
do wygenerowania drzew filogenetycznych, ktére tgpa®m na ewolucyjnej matrycy
dystanséw dla wybranego genomu. Dystans pdmyi dwoma genomami okileny jest
przez znormalizowanliczbe wspodlinych dla nich naktadajych sé par genéw. ByPhyOG
pozwala uytkownikowi przeghda® takie pary, ktére zostaly wykorzystane do wnios&oia
powigzan filogenetycznych. Dostarcza tak doktadg adnotaci dla kadej pary
naktadagcych sé gendw oraz cechy pojedynczych gendw.

ByPhyOG zawiera obecnie 177 kompletnych genomowtdogkych z 79,855 parami
naktadagcych s¢ gendw i ich adnotacje. Deginy jest za darmo pod adresem
http://cmb.bnu.edu.cn/BPhyOG.
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2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byla analiza genomu musekiocowej pProsophila
melanogaster pod ktem wystpujagcych w nim gendw nakladgjych se, zbadanie
ich ewolucyjnego pochodzenia oraz przetestowange,preykiadzie rodzajuDrosophilg

istniegcych hipotez ewolucji naktadania pagrdzy genami.

Etap pierwszy analizy miat za zadanie wylonienie spml genomuD. melanogaster

par naktadajcych sé gendw z wykorzystaniem nadzia GALAXY.

Etap drugi opierat s¢ na zidentyfikowaniu znalezionych w etapie pierwazgenow vgrod
pozostatych gatunkéw rodzajDrosophila (D. pseudoobscura, D. simulans, D. sechellia,
D. yakuba, D. erecta, D. ananassae, D. persimiliswillistoni, D. virilis, D. mojavensis,
D. grimshaw). Ideg takiego dziatania byto zbadanie stopnia konsenwzektadagcych se¢
gendéw u bardzo blisko spokrewnionych gatunkéw ingteénie sprawdzenie hipotez
Keese’a i Gibbsa o powstawaniu nakladgfh s¢ gendéw na drodze zjawiska overprintingu

oraz Shintani’ego o translokacjach genomowych poz@/ch do tworzenia nakladgych

sie par (patrz Wsip).

Etap trzeci projektu polegat na znalezieniu pierwotnych neato gendw, ktére bylyby
wspolne dla owadow i kgowcow na podstawie poréwnania gendéw znalezionyatapie
pierwszym z genami sg&iu organizmow modelowychAfnopheles gambiae, Apis mellifera,
Danio rerio, Gallus gallus, Homo sapiens, Mus mlsgu Wynik miat postayc¢
do potwierdzenia lub obalenia hipotezy autorstwahdd@ego (patrz Wsp) o starym

ewolucyjnie pochodzeniu genéw naktagtgjch se.
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3. MATERIALY, NARZ EDZIA | METODY

3.1. Materiaty

Wyjsciowy zestaw danych do analiz to adnotacje gen@rasophila melanogaster
z bazy danych FlyBase. Na ich podstawie zyciem oprogramowania GALAXY
zidentyfikowano w pierwszym etapie pracy kolekcpar nakftadajcych sé genow,
dla ktérych pobrano sekwencje kodowanych przez maédek z wykorzystaniem UCSC
Genome Browser.

Dane do etapu drugiego pochodzity ze zbiorow badsgnych FlyBase
(http://flybase.org/static_pages/downloads/bulkddml). Wykorzystano dwa zbiory
pochodacych z tej bazy. Pierwszy (gene_summaries.tsv) eavipodstawowe informacje
0 genach przechowywanych w bazie (identyfikatorynwye lokalizacja na mapie
genowej, funkcja molekularna, proces biologicznigzha alleli i ich fenotypy, liczba
transkryptow i bialek). Dane pochodzity z dnia 5stdpada 2008. Drugi zbiér
(gene_orthologs_fb_ 2009 02.tsv) to zestaw gendowzkauswocowej wraz z podanymi
dla nich ortologami z innych organizmow i ich lokalcj genomovy. Zbior zawiera dane
z lutego 2009 roku. Na jego podstawie utworzoneatp®sobne zbiory zawiekgje ortologi
gendéw D. melanogasterpochodzce z pozostatych 11 gatunkdw muszek z rodzaju
Drosophila

Zestawy sekwencji biatkowych so@u organizmédw modelowych do trzeciego etapu
analiz  pobrano przy ayciu bazy danych NCBI  Taxonomy  Browser
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/). Wielko poszczegoinych zestawow sekwencji
to: Annopheles gambiae 31,940 Apis mellifera— 10,008 Danio rerio — 66,660 Gallus
gallus — 32,556 Homo sapiens- 473,348 Mus musculus- 249,113 biatek. Zbior 21,243
transkryptow D. melanogaster pobrano przy #zyciu UCSC Table Browser
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables)

Dodatkowy zbiér, gene2accesion (ftp://ftp.ncbi.mih.gov/gene/DATA/), zostat
wykorzystany w celu uzyskania unikalnych identyfiedw genéw GenelD na podstawie
identyfikatorébw biatek grotein G) analizowanych organizméw. Plik ten stanowit
kompleksowy raport numeréw depti powihzanych z identyfikatorami genowymi,
ktorychzrédiem byly bazy RefSeq oraz Swiss-Prot.
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3.2. Narzdzia

Analizy wykonano wykorzystag ogolnie dosipne i znane oprogramowanie
bioinformatyczne, jak i liczne programy wiasne steeme przy uyciu jezyka skryptowego

Python (http://www.python.org/). Opis zastosowangenzdzi znajduje si poniej.

3.2.1. UCSC Genome Browser

Przegidarka genomowa UCSC Genome Browser zapewnia smydikd w dowolry
cze$¢ genomu wraz z dud iloscia adnotacji takich jak znane geny, geny z procesu
przewidywania, EST, mRNA, wyspy CpG, informacje wqesu sktadaniaagsembliny
sekwencji, geny homologiczne i wiele innych [47dtdva z tych adnotacji jest generowana
w UCSC 2z publicznie dogbnych danych sekwencyjnych. Pozostate pochodz
od wspotpracownikow z categéwiata. Uzytkownicy mog takze dodawa swoje wlasne
informacje na potrzeby wiasnych projektéw naukowych

Genome Browser przechowuje adnotacje do sekwengji powigzaniu
z ich koordynatami przez co pozwala na blyskawjcamizualizacg roznych typow
informacji. Uzytkownik ma wghd w caty chromosom, nie powcksz& jego wybrany
fragment w celu na przyklad obejrzenia zmapowanyEBT i zbadania niiwosci
alternatywnego splicingu. Przedhrka integruje wszystkie depne informacje w jednym

miejscu dajc uzytkownikowi duze mazliwosci ich eksploracii.

Przeghdarka Genome Browser wspiera procesy przeszukiwapate na teicie
oraz na sekwencjach zapewn@jszybki i precyzyjny dogp do dowolnego region
zainteresowania. Drugagdne linki z poszczegollnych rekordow w olbie adnotaci
prowadz do szczegotowych informacji odnasych s¢ do danej sekwencji
oraz do dodatkowych baz danych poza prumbagla, takich jak PubMed, GenBank, Entrez,
i OMIM [46].

UCSC Genome Browser dephy jest pod adresem http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgGateway.
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3.2.2. GALAXY

GALAXY to platforma do interaktywnych analiz genomygch na dug skak [48].
Jest to system stgcy do integracji sekwencji genomowych, ich dopasoaignment$
i adnotacji

funkcjonalnych. Galaxy nie jest przggrks. Zamiast tego pozwala

uzytkownikowi na zbieranie | stniegcych juz zasobow

(np. z
i przechowywana w historii

manipulowanie danymi
Km akcja wuytkownika
kluczowego aatn GALAXY. Pozwala
na przeprowadzanie niezakych zapyta (queried dla danych

UCSC Genome Browser). jest zapisywana
systemu,
to wytkownikowi
genomowych pochodeych z r@nych zrodet, a nagpnie wykorzystanie GALAXY w celu
ich pohczenia lub filtrowania, przeprowadzenia oblitzezy te: wyciagnigcia i wizualizacji

odpowiadajcych sobie sekwencji lub dopasawaDziatania te mog zost& wykonane

z wykorzystaniem prostego interfejsu internetowegpiocznego na Ryc. 2.

Analyze Data ~ Workflow  Libraries  Help  User
Tools *|| History Options
| Home Genomes Genome Browser Blat Tables Gene Sorter PCR Session FAQ Help |
Get Data refresh | collapse all
= Upload File from your computer
Table Browser Unnamed history A
= UCSC Main table browser
» UCSC Archaea table browser Use this program to refrieve the data associated with a track in text format, to calculate intersections between tracks, and to retrieve DNA (i} Your history is empty. Click
» Get Micrabial Data sequence covered by a track. For help in using this application see Using the Table Browser for a description of the controls in this form, the tgesttgratta on the left pane
ek User's Guide for general mformation and sample queries, and the OpenHelix Table Browser futorial for a narrated presentation of the software
Ha S G b features and usage. For more complex queries, you may want to use Galaxy or our public MySQL server. Refer to the Credits page for the list of
= GrameneMart Central server and usage restricti iated with these data.
® Hlymine server clade: Insect v genome: D.melanogaster + assembly: Apr.2006 ~
= EncodeDB st NHGRI group: Genes and Gene Prediction Tracks ~  track: FlyBase Genes = ‘ add custom fracks
EDIGRAPH e e
DSt table: flyBaseGene ~ | describe table schema
Send Data
ENCODE Tools region: © genome ' position chrX11615304-11633720 lookup | | define regions ‘
Lift-Over identifiers (names/accessions): | pastelist || upload list ‘
Text Manipulation —_—
Convert Formats flter: | crecle |
FASTA manipulation intersection: | creale |
Filter and Sort .
Join, Subtract and Group correlation: ‘ Elcgle ‘
Extract Features output format: BED - browser extensible data 7] Send output to Galaxy
el e output file: (leave blank to keep output in browser)
Fetch Alignments
Gl Genoiic Sores file type returned: @ plamtext ' geip compressed
Operate on Genomic Intervals
Statistics get output i summary]statistics
Graph/Display Data
Redional Variation To reset all user cart settings (including custom tracks), click here.
Multiple regression
Evolution: HyPhy
ki Shahes Using the Table Browser
Short Read Analysis
EMBOSS This section provides brief line-by-line descriptions of the Table Browser controls. For more information on using this program, see the Table
Browser User's Guide.
Ryc. 2.Zrzut ekranowy interfejsu internetowego GALAXY.
Obecnie Galaxy skiada ¢si z trzech zasadniczych klas stworzonych

do manipulowania danymi: klasa operacji nad zapgtan klasa stanowca narzdzie
do analizy sekwencji oraz klasa do dmyetlania wyniku. Pierwsza z nich zawiera
standardowy zestaw operacji, takich jak dodawasuenowanie, odejmowanie, jak rownie
filtry opierajgce s¢ na rozmiarze regionugsiedztwie do regionu z innego zapytarga€ry)
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oraz grupowanie na podstawie dystanséw pdmy regionami w olgbie pojedynczego
zapytania. Narmlzie do analizy sekwencji to niezale moduty zaprojektowane
do przeprowadzania zorientowanych biologicznie td#igakich jak szukanie ortologicznych
regionbw u innego gatunku, wydobywanie dopasowgenomowych, otrzymywanie
zawartdci par GC lub konserwacji w regionach zainteresoma@statni modut, shacy
do prezentacji wynikéw, pozwala na $wietlanie rezultatbw wygenerowanych
przez uytkownika w wybranym przez niego formaciezytkownik maze réwnie pobra
plik tekstowy z wynikami w wielu rnych formatach — standardowym BEBréwser
Extensible Datg Ensembl upload lub tgako zwykly ,surowy” tekst.

W celu zaprezentowania zasadniczej funkcjorinGALAXY mozna postay¢ Sig
przyktadem. Korzystap z systemu, ktory zapisuje histoaktywndaci uzytkownika mana
wystosowé nhiezalene zapytania mage za zadanie znalezienia pojedynczych
polimorfizméw nukleotydowychNP w egzonach danego genu. Na ppka uzytkownik
wybiera paadany region genomowygcus z badanym genem) z przedarki UCSC Table
Browser [49], a w kolejnym kroku rezultaty jego ytamia zostaj przekazane bezpednio
do GALAXY. Strona z histos prezentuje jedno zapytanie z koordynatami genomawy
dla kazdego egzonu natecego do badanego genu. Ngstie wytkownik wykorzystujc
ponownie Table Browsetagda wszystkich SNP, ktére zawiegajie w regionie genomowym
analizowanego genu. Po takim dziataniu na stronstoti pojawi s¢ drugie zapytanie
zawierajce zaagdane przez zytkownika SNP. Poniewagtownym celem jest znalezienie
SNP zawartych w kodggych egzonach natg wykona operac} skrzyzowania (ntersection
dwdch zapyta z historii. Otrzymany wynik prezentowany jest jakowa pozycja na stronie
historii, a wytkownik maze pobra rezultaty lub wywietli¢ je w zdefiniowanym przez siebie
formacie.

System GALAXY pozwala iytkownikom na wykorzystanie istnigjych algorytmow
ewolucji molekularnej bezgoednio do analizy sekwencji otrzymanych z zapyi&Wewmntrz
GALAXY zawarte zostato narzizie do obliczania wskaikow synonimicznych (Ks)
i niesynonimicznych (Ka) substytucji z wykorzystam algorytmu Yanga-Neilsena [50].
Narzdzie to pozwala na wykonywanie szacawzarowno dla sekwencji petnej diugi
jak 1 z wykorzystaniem podgjia ruchomego oknaslding window. Wyniki mog zost&
uzyte do prostego testu wskaka Ka/Ks, jako predykatora oddziatywvdoboru naturalnego
na region koducy biatko [51]. Wytkownicy GALAXY moga zastosowa taky analiz
dla kazdej kodujcej sekwencji dogpnej w UCSC Table Browser.
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Rdzen GALAXY jak i biblioteki operacji zostaty napisang jezyku C i stworzone
zgodnie ze standardami grupy bioinformatycznej wSC Interfejs aytkownika napisany
zostat w ¢zyku programowania Perl dla wygodnego manipulowdeistem oraz dogbu
CGl (Common Gateway Interfage czyli interfejsu, ktéry pozwala na komunikacj
oprogramowania i serwera WWW z innymi programanmgtalowanymi na serwerze [52].

GALAXY dostepny jest pod adresem http://main.g2.bx.psu.edul/.

3.2.2.1. Format BED

Podstawowym formatem wykorzystywanym przez GALAXYcelu przechowywania
wynikéw zapyta jest format BED. Jest onzywany w UCS dla rekordow w Genome
Browser oraz jest akceptowany przezzm® inne strony. Format ten skiladag si
z tekstu oddzielonego tabulacjami z #wosciag czytania go zarOwno przez programy
komputerowe, jak i przez cztowieka. Przyktad forsmBED znajduje siponizej:

chr22 1000 5000 cloneA 960 + 1000 5000 0 2 567,488, 0,3512,

chr22 2000 6000 cloneB 900 - 2000 6000 0 2 433,399, 0,3601,
gdzie w pierwszej kolumnieckhrom) zawarta jest nazwa chromosomu lub rusztowania
(scaffold), w drugiej ¢hromStar} i trzeciej chromEnd odpowiednio pozycja pogkowa
i koncowa danej cechy ba chromosomie. Kolumna czwaréng zawiera nazw danego
genu/cechy, pia (scor@ to warté¢ wyniku, przyjmujcego wielkdci pomiedzy 0 a 1000.
W szostej kolumniestrand zawarto oznaczenie znaku nici (+ lub -), kolunmuyner siedem
(thickStar) i osiem thickEngd to odpowiednio pociek i koniec pozycji, gdzie dana cecha
rysowana jest pogrubianlinia (w UCSC Genome Browser), na przykiad kodon stag/s
w genie. Kolumna dziewia (temRgh zawiera informagj na temat koloru wiwietlania
danych zawartych w danej linijjce formatu BED. Npsa ©plockCoun}t
to liczba blokow - egzonow. Jedenasthlo¢kSizes to oddzielona przecinkami lista
rozmiarow tych blokoéw. Ostatnia, dwunasta kolumbkodkStarty zawiera odseparowan
znakami przecinka listpozycji startowych dla blokow [53]. Wszystkie popy dla blokéw
powinny by obliczane w odniesieniu do pozycji podanej w katienzawierajcej pozycg

pocztkowg na chromosomiechromStar}.
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3.2.3. BLAST

Algorytm BLAST (Basic Local Alignment Search Tdgbierwszej generacji [54]
opiera st na heurystycznej metodzie wyznaczania dopasole&alnych par sekwenciji.
Wykorzystanie metod heurystycznych ma na celu piegzenie przeszukiwania baz danych
sekwencji, czy to nukleotydowych, czy biatkowychprych wielk@¢ rosnie w szybkim
tempie. W ten sposéb nadaje $fiardziej do tego typu zaflaniz metody wykorzystujce
programowanie dynamiczne. Pod#¢ to jest co prawda stosowane w programie BLAST,
ale jedynie do stworzenia ostatecznych dopasasekwencji. Wybor metody heurystycznej
pociaga za solp koszt utraty gwarancji otrzymania najlepszego dopania sekwencji,
ale za to pozwala na znaczne przyspieszenie phgesmia baz danych. BLAST mgj
podane jako zapytanie darsekwengj przeszukuje z jej pomgcwskazan baz danych
I wyznacza najlepiej ocenione, lokalne dopasow#&ez wprowadzonych przerw oraz kilka
dopasowa o nizszej punktacji.

Algorytm, na ktérym opiera simetoda BLAST korzysta z oldlenej domylinie
lub przez aytkownika wartdci parametru nazywanego stowem).(Dlugas¢ takiego stowa
jest zazwyczaj réwna 3 dla sekwencji aminokwasowwch? dla sekwencji nukleotydowych.
BLAST szuka w bazie danych sekwencji, ktére pogiadadan diuga¢ w, a w kolejnym
kroku rozszerza lokalne dopasowanie przez rozbydmveztku i konca szukanego stowa.
Jezeli na ktéryns z rozbudowywanych k@wow wart@é oceny dopasowania oligi sie
w poréwnaniu z wczmiejsz wartacia maksymalg o pewn ustalom wczeniej wartaé,
to wydtuzanie zostaje przerwane. Ngstie spérod tak wyznaczonych lokalnych dopasdwa
algorytm wybiera to najlepiej ocenione.

Dla oceny wiarygodriei dziatania algorytmu BLAST i otrzymanych wynikow
wprowadzono warkd® E (expected valye ktéra reprezentuje liczbtzw. sekwencjiHSP
(high-scoring segment pajrktore mogtyby by znalezione na drodze przypadku. Imegevi
nizsza jest wart® E, tym bardziej znagey jest wynik. HSP to nic innego, jak znalezione
przy pomocy BLAST znagze dopasowanie. Dla dwoch badanych sekwenciilime jest
znalezienie wicej niz jednego HSP [55].

Z uwagi na rane potrzeby przeszukiwania baz danych algorytm BLA&stat
zaimplementowany na kilka sposobéw:

- BLASTP - wykorzystywany do przeszukiwania bazy danych sziojy biatkowych

na podstawie zapytanigdzcego rownie sekwencgj aminokwasow,
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- BLASTN - dla zadanej sekwencji nukleotydowe] szuka dopasow bazie danych
sekwencji nukleotydowych,

- BLASTX - zadap sekwengj nukleotydows zamienia na sekwenrcjaminokwasow
i dla uzyskanej sekwencji szuka dopastwa bazie danych sekwencji
aminokwasowych,

- TBLASTN — wywany do przeszukiwania za pomozadanej sekwencji aminokwasowej
bazy danych sekwencji aminokwasowych uzyskanych tuméczenia

(translacji) sekwencji nukleotydowych.

Program BLAST mgna zainstalomd na lokalnym komputerze niezatee
od wykorzystywanego systemu operacyjnego i uruchami wiersza polecenia/konsoli,
badz tez korzystd z jego implementacji na serwerach NCBI pod adresem
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi.

3.2.3.1Reciprocal BLAST

Reciprocal BLAST (odwzajemniony BLAST) to powszechna metoddiczeniowa
wykorzystywana do przewidywania prawdopodobnyclologéw. W metodzie tej wybrany
gen zostaje wykorzystany do przeszukiwania algoeynBLAST bazy danych sekwencii
analizowanego organizmu. Z wynikéw wybieranegeny, ktére uzyskaty najwgzy wynik
(bit scorg. Nastpnie zosta one uyte do przeszukania tym samym algorytmem BLAST
bazy danych sekwencji genowych organizmu, z ktommrhodzit wybrany pogtkowo gen.
Jezeli w wyniku tej procedury otrzymamy najwgz wartgs¢ dopasowania bft score)
dla genu, ktory zostat pierwotnieyty w analizie, oznacza tae te dwa geny nmma uwaac
jako przypuszczalne ortologi.

Oczywkcie metoda ta nie dowodzi ortologii. Cogegj, reciprocal BLAST nie bierze
w petni pod uwag sytuacji, gdzie historia genu jest skomplikowanaep duplikacje
genowe [56].

3.2.4. PYTHON

Python to ¢zyk programowania wysokiego poziomu przeznaczonygeoeralnego
zastosowania. Jego filozofia opiera¢ sha czytelnéci kodu. Podstawowa sktadnia

i semantyka & minimalistyczne, podczas gdy standardowa bibliatgkst dé¢ duza
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i wszechstronna. To, co wyndia go sp&rdd innych popularnychezykéw programowania
to wycie biatych znakéw (spaciji, tabulatoréw) jako separdéw blokow [57].

Python zostat stworzony w 1990 roku przez Guido R@ssuma. Charakteryzuje si
w petni dynamicznym systemem typOw oraz samoczynagradzaniem pamicia. Jest w¢c
w tym wzgkdzie podobny do takiclezykow, jak Perl, czy Ruby. Rozwijany jest jako kit
otwartego oprogramowani@®pen Sourcei zarzdzany przezZPython Software Foundation
(http://www.python.org/psf/) [58]. Jest toeziyk w peini obiektowy (zorientowanym
obiektowo), a pomimo tego faktu nie wymaga odytkiownika obiektowego stylu
programowania. Zmienne sv petni dynamiczne i nie posiaddypow, lecz tylko wartgci.
Stad tez ta sama zmienna e raz przechowywaliczbe, a innym razem gg znakow.

Python po instalacji oferuje bogaty zestaw bilglilotPoniewa czesto wykorzystuje
dziedziczenie w stosunkowo tatwy sposob zme nie tylko implementowa biblioteki
we wiasnych programach, ale takstosowé ich dziedziczenie, rozsze&zatworzy¢ nowe.
Srodowisko Pythona jest w peni interaktywne. Koty z interpretera mma na bigaco
wprowadzé kolejne polecenia i ogllac wyniki, co bardzo utatwia tworzenie programow
i usuwanie z nich bow [59].

Najnowsa wersg jezyka (Python 3.0.1 z 13 lutego 2009) przeznagzoa r@ne
systemy operacyjne moa pobra na stronie http://www.python.org/download/.

3.3. Metody

3.3.1. Identyfikacja gendw naktadagcych si

W pierwszym etapie analiz z zyciem platformy GALAXY
(http://main.g2.bx.psu.edu/) wytoniono zbiér nakdadych s¢ gendéw z genomu
D. melanogasterPocatkowym krokiem byto wybranie genomu muszki owocowdyCSC
Table Browser jako wygiowego zestawu do analiz. Wynik zostat przestaoyGRLAXY,
a nasgpnie z wyciem poleceniaFilter z zakladki Filter and Sort’ podzielony na dwa
podzbiory wzgédem zajmowanej nici DNA (kolumna 6 formatu BED)rfytnmane podzbiory
z nici sens i antysens poréwnano ze gsoBpdrod dos¢gpnych w GALAXY narzdzi,
najbardziej przydatne okazatogsIOIN z zakfadki Operate on Genomic IntervalsBierze
ono na wejciu dwa zapytania (sekwencje) oraz parametr mimgjathugdci natazenia,

a na wyjciu zwraca wynik w czterech mlbvych formatach. Najprzydatniejszy
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z nich to tzw. INNER JOIN — dostajemy tylko te rettp z obu zapyt®s ktore rzeczywicie
si¢ naktadag. W przypadku innych opcji zwracanes svszystkie rekordy pierwszego
zapytania, wszystkie rekordy drugiego zapytania hab rekordy z dwoch zapyta
bez wzgédu na to, czy nakladapig, czy nie.

Otrzymany plik wynikowy 2z GALAXY w rozszerzonym fimacie BED
(24 kolumny, po 12 na jeden gen z pary nakigmljst) zostat nagpnie przefiltrowany
pod lgtem unikalnych natgen. Poniewa zbior zawierat geny, dla ktérych istnieje po kilka
wariantéw splicingowych to samo naémie pom¢dzy genami wyspowato kilka razy.
Plik zostat pocatkowo posortowany alfabetycznie wedtlug kolumny zxapce] nazwg
drugiego genu, a nagnie na podstawie porOwnywania nazw obu genow wejkgth
wierszach usugto powtarzajce s¢ naktadania. Schemat powszego dziatania prezentuje
Ryc. 3.

chrx 3070474 3233338 CG32498-RO chrx 3137983 3138221 (CG10789°RA
chrx 3070474 3233338 CG32498-RO chrX 3135523 3136117 (CG10788-RB
chrx 3070474 3233338 CG32498-RO chrX 3130156 3130715 (CG14265-RB
chrx 3070474 3233338 CG32498-RO chrx 3134057 3134604 (CG14266-RA
chrx 3070474 3233338 CG32498-RO chrX 3142627 3143322 (€G10790-RB
chrX 3070474 3233338 CG32498-RO chrx 3208776 3210435 (CG10793-RA
chrx 3070474 3233379 CG32498-RB chrx 3137983 3138221
chrx 3070474 3233379 CG32498-RB chrX 3135523 3136117
chrx 3070474 3233379 CG32498-RB chrX 3130156 3130715
chrx 3070474 3233379 CG32498-RB chrx 3134057 3134604
chrx 3070474 3233379 CG32498-RB chrX 3142627 3143322
chrx 3070474 3233379 CG32498-RB chrx 3208776 3210435
chrx 3070474 3233338 CG32498-RO chrx 3137983 3138221 (CG10789°RA
chrX 3070474 3233379 CG32498-RB chrX 3137983 3138221 [(CGIOISOTRA
chrx 3070474 3233338 CG32498-RO chrX 3135523 3136117 (CG10788-RB
chrX 3070474 3233379 CG32498-RB chrX 3135523 3136117 (CGIOJSETRE
chrx 3070474 3233338 CG32498-RO chrx 3130156 3130715 (CG14265-RE
chrX 3070474 3233379 (CG32498-RB chrx 3130156 3130715 CGIM26SIRE
chrx 3070474 3233338 CG32498-RO chrx 3134057 3134604 CG14266-RA
chrX 3070474 3233379 (CG32498-RB chrX 3134057 3134604 (CGIG2GGERA
chrx 3070474 3233338 CG32498-RO chrX 3142627 3143322 (CG10790-RB
chrx 3070474 3233379 CG32498-RB chrx 3142627 3143322 (GGI0JO0TRE
chrx 3070474 3233338 CG32498-RO chrx 3208776 3210435 CG10793-RA
chrX 3070474 3233379 CG32498-RB chrX 3208776 3210435 [GIOIOSERA
chrX 3070474 3233379 CG32498-RB chrx 3137983 3138221
chrx 3070474 3233379 CG32498-RB chrX 3135523 3136117
chrx 3070474 3233379 CG32498-RB chrX 3130156 3130715
chrX 3070474 3233379 CG32498-RB chrx 3134057 3134604
chrx 3070474 3233379 CG32498-RB chrX 3142627 3143322
chrx 3070474 3233379 CG32498-RB chrx 3208776 3210435

Ryc. 3. Przykltad danych wygiowych z GALAXY zawierajcych powtérzenia naien spowodowane
wariantami splicingowymi tego samego geBIok oznaczony na czerwono zawiera dokladnie te saazevy
genodw, co blok zielony. Oba bloki naktaglaie z tymi samymi genami, jednazk z ich rGnymi wariantami

splicingowymi. W przyktadzie pomisgio niektére kolumny formatu BED.
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W tak przefiltrowanym zbiorze na podstawie koomtynv  ustalono
dla poszczegdllnych par gendw jeden z trzech typaldadania ljead-to-headtail-to-tail,
nested. Wszystkie powysze analizy zostaly przeprowadzone zyaikem autorskiego

programu GalaxyParser, napisanege@zyku programowania Python.

Kolejnym krokiem byto wytonienie unikatowych genpltére tworz naktadajce se
pary o ustalonym juwczeniej typie naktadania. Z pliku otrzymanego w wyni@miatania
programu GalaxyParser wybrano tylko kolumny zawig& nazwy genodw,
ktére nasipnie posortowano i porownywano ze sgobPowtdrzenia zostaly usute
i w rezultacie otrzymano plik zawiesay liste unikatowych elementéw (nazw genéw).
Omowione analizy rownie wykonano z wykorzystaniem programu napisanegcezykiu
Python.

Dla uzyskanej w poprzednim etapie listy nazw gemawszki owocowej pobrano
manualnie sekwencje biatkowe wykorzystujdo tego celu UCSC Table Browser
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables) i polexzBaste list

3.3.2. Identyfikacja ortologéw u 11 gatunkéwDrosophila

Na pocatku drugiego etapu analiz na podstawie zbigeme summaries.tsv bazy
danych FlyBase (patrz Materiaty) i listy unikatovnygenow zaangawanych w naktadanie
utworzono lis¢ zawieragcg podwojne nazewnictwo kdego z tych gendw (dla przyktadu:
CG10071, FBgn0016726Dodatkowa druga nazwa to identyfikator genu wziddlyBase
(tzw. FlyBase ID), gdy pierwsza stanowita tylko symbol adnotacji genu ey bazie
(annotation symbdl Dziatanie takie spowodowane byto tyie zbidr zawierajcy ortologi
dla genow zD. melanogasterwykorzystywat, w odrénieniu od GALAXY, numer
FlyBase ID jako oznaczenia gendéw muszki.

Z wykorzystaniem tak utworzonej listy przeszukaadr pobrany z bazy FlyBase -
gene_orthologs fb_ 2009 02.tsvPozwolito to na wybranie ortologow dla genow
D. melanogasterspagrod pozostatych 11 gatunkow muszek z rodzd@pwosophila
Nowoutworzony zbidr posiadat tad lokalizacg chromosomow kazdego ortologa oraz jego
koordynaty.

Kolejnym krokiem byto utworzenie listy par nakiggeaych s¢ ortologow

dla kazdego z tych 11 gatunkéw na podstawie listy paraddgcych s¢ gendéwDrosophila
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melanogasterNastpnie sprawdzono na podstawie koordynatow utworzomar ortologow,
czy zachodzi pomdzy nimi zjawisko nakfadania oraz jakiego typu jéstnakiadanie.
Poréwnywano take, czy dane ortologi z pary znajdugic na tym samym chromosomie
(lokalizacja na rénych chromosomach me §wiadczy o translokacjach, co potwierdzatoby
hipotez Shintani'ego — patrz Wgb). Wszystkie powysze analizy tale przeprowadzono
z wyciem niewielkich autorskich programéw stworzonyeh jezyku Python. Rycina 4
prezentuje schemat pepbwania w drugim etapie analiz.

CG10011
SETTE CG10011 FBgn0039590
cG10018 [EG2929 10050 CG10018 FBgn0037338
CG10050 CG1176 Ce10081 v CG10050 FBgn003749P
CG10051 CG9416 |:> |:> : |:>
n mmar .t
CG10071 CG9752 62910 gene_summaries.ts CG2915 FBgn0033241
CG1007( CG1092: Conols CG2929 FBgn0037339
CG2929 CG2937 FBgnOO31639

U

FBgn0037338 CG10018FBgn0037339 £G2929
— FBgn0037354 CG12171 FBgn0051546 CG31546
zbior <:| FBgn0037359 CG1245 FBgn0037360 CG21B2
gene_orthologs_fb_2009_02.tsy FBgn0037370 CG1236 FBgn0037371 CG2007
FBgn0037374 CG10978 FBgn0027608 CG2082
FBan0037377 CG1218 FBar003737¢ CG204¢

FBgn0039590 24433653..24460785 FBgn00934B5Bina\GF16435  scaffold_13340 17239381..6400@
FBgn0037338  1380812..1383514 FBgn0088634 Dana\GF11594 scaffold_13250  41456..43950

FBgn0037492 3075521..3077470  FBgn0094684 D&ia666 scaffold_13340 2866067..2866912
FBgn0035727 6964675..6965521 FBgn0087920 D&1#830 scaffold_13337  19942787..1994353%
FBgn0037473 2951993..2953751 FBgn0094339 D&ia&21 scaffold_13340  2731240..2732256

EBgn0037339 1383363..1389347 FBgn0088688 Dana\GF11648 scaffold_13250  36150..40636

U

FBgn0088615 Dmel\FBgn0000578 scaffold_132686508954..11514202 FBgn0090413 Dmel\FBgn003444&ffold_13266 2754066..127567]
FBgn0088634 DmelFBgn0037338 scaffold_13250 41456..43950 FBgn0088688 DmelEBgn0037339 scaffold_13250 36150..40636
FBgn0088683 Dmel\FBgn0034242 scaffold_13266795526..10796364 FBgn0090280 Dmel\FBgn003424&ffold_13266 10791785..107954410
FBgn0088686 Dmel\FBgn0016701 scaffold_13268785683..10786505 FBgn0090278 Dmel\FBgn00342déaffold_13266 10778982..10784947
FBan008869 Dmel\FBan0000008 scaffold 1326 10737172..10746624 FBan0090277 C\FBan003403 scaffold 1326 10735074..107367

U

FBgn0088634 scaffold 13250 41456..4395( zgodnd¢ chromosomow,
FBgn0088688 scaffold_13250 36150..40636 brak naktadania

[

Ryc. 4. Schemat analizy i obrébki danych w drugim etapracp zaprezentowany na przyktadzie pary
naktadajcych sé genéw zD. melanogastew orientacijitail-to-tail — CG10018i CG2929 Zidentyfikowane oba

ortologi z genomiD. ananassaenajduj sie na tym samym chromosomie, ale nie odtwarpajktadania.
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Koncowym krokiem tego etapu byto zbadanie, ktére paaitadagcych se¢ gendw
D. melanogastemwystpuja u wszystkich pozostatych 11 gatunkéw z rodzBposophila
Analiza ta réwnie zostata przeprowadzona za pomomtasnego programu stworzonego

w jezyku Python.

3.3.3. Identyfikacja ortologébw p&réd gendéw 6 organizmdw modelowych

W trzecim etapie zestaw biateldz melanogastekodowanych przez zidentyfikowane
przy wyciu GALAXY geny nakftadajce s¢ porOwnano z zestawami biatek $zie
organizmow modelowychApnopheles gambiae, Apis mellifera, Danio rerioJIGagallus,
Homo sapiens, Mus musculus celu znalezienia ortologéw dla genéw muszkikv@encije
biatek organizmoéw modelowych pobrano z bazy dany¢GBlI Taxonomy Browser.
Poréwnania dokonano z wykorzystaniem programu BLRSEOry uruchamiany byt lokalnie
na komputerze z systemem operacyjnym MS Windows®arRetrE na potrzeby analiz
ustalono na poziomie 0.0001. Wyniki ograniczone tags do jednego, najwigj
punktowanego trafienia (opcja —b 1), a jako ferprezentacji wyniku wybrano format
tabularny z opisami (opcja —m 9). Ngstie przy ayciu autorskiego programu napisanego
w jezyku Python wyodbniono z pliku pary utworzone przez nazgenu muszki owocowej
i numer Gl bialkka danego organizmu modelowego, etdrzyskato najwiszy wynik

w procesie dopasowania algorytmem BLAST.

Dla listy numeréw Gl biatek organizméw modelowygmbrano ich sekwencje
z wykorzystaniem witasnego programu, ktory korzystaarzdzia EFetch z pakietu Entrez
Programming Utilities (eUtils, http://www.ncbi.nlmh.gov/entrez/query/static/
eutils_help.html), pozwalagego na dogp do zbiorow bazy NCBI poza przedarks
internetowy. Tak pobrane zbiory wykorzystano w przeszukiwagzhioru transkryptow
D. melanogasterw celu potwierdzenia znalezionych ortologébw. Poniwjako metod
przeszukiwania wykorzystano algorytm BLASTP. Zbibanskryptow muszki owocowej
stanowjcy baz do przeszukiwania pobrano z UCSC Table Browserisddy powyej
spos6b znajdowania ortologbw zwany metoddwzajemnionego BLASTardciprocal
BLAST) omowiono ju w rozdziale Nargdzia. Jego schemat na przyktadzie gendw muszki

owocowej i myszy prezentuje rycina na kolejnej sigqRyc. 5).
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[ gen/biatko d (D. melanogastér

z GALAXY
b BLASTP
genom/proteom M(M. musculu}
\ 4
reci procaj gen/biatko (M. musculus
< 0 najwyzszej warté¢ bit score
BLAST P BLASTP

genom/proteom D
(D. melanogastgr

v

gen/biatko d (D. melanogaster
\ 0 hajwyzszej wartd¢ bit score

v
gen/biatko di gen/biatko m
to przypuszczalne ortolc

Ryc. 5.Schemat pogpowania w metodzieeciprocal BLAST na przykfadzid>. melanogaster M. musculus

Na podstawie zbioru zawiegapgo pary nakladagych s¢ genéwD. melanogaster
utworzono pary stworzone ze zidentyfikowanych w adete reciprocal BLAST ortologow
dla tych gendéw. Nagpnie wykorzystujc zbior gene2accesion uzyskano unikalne
identyfikatory gendéw GenelD na podstawie identyfikatorow biatekprbtein Gl
analizowanych sZeiu organizmoéw modelowych.

W kolejnym etapie z wykorzystaniem autorskiego goamu integrujcego
narzdzia EFetch i ESummary (http://www.ncbi.nim.nih.gmrehtml/query/static/
esummary_help.html) pobrano dlazkago identyfikatora genowego informacje o jego
lokalizacji chromosomowej oraz koordynaty genu.afstznym krokiem byto sprawdzenie,
czy dana para genow odtwarza nakladanieseigyvej pary gendow z muszki owocowe;.
Sprawdzano zgoddé chromosoméw, na jakich dane dwa ortologie stnajduj,

a w przypadku jej stwierdzenia oceniano na podstdeordynatow genowych, czy istnieje
migdzy nimi jakiekolwiek pokrycie (naf@nie sekwencji). Schemat dziatania przedstawiono

na kolejnej rycinie (Ryc. 6).

-30 -



FlyBase annotation symbol protein Gl

CG6884 CG4076 ; 148680617 148703863
CG7338 CG7324 |:> reciprocal |:> 148680837 162329599

CG8129 CG8874 BLAST 148680838 166214935
CG5H41: CG421° 148680848 1487000
GenelD ﬂ
66172 27275

Etrez 104662 71310 (— zbior
EFetchiESummarv<::I 27364 27364 gene2accession

24625 24625

chrom start stop chro  start stop

66172 11 70265432 70267228 2787 14 76510697 76537185
104662 11 74711581 74722841 1013 8 85689250 85796320
27364 11 74739204 74720297 3627 7 87532831 87522643
246257 11 74992309 74989444 2336 10 70700791 70688224

U

niezgodnéci chromosomaow,
brak nakfadan

Ryc. 6. Schemat identyfikacji ortologow dla par genow ndklacych s¢ z D. melanogasteoraz weryfikacji,

czy odtwarzaj one dane nal@nie. Schemat zaprezentowano na przyktadzie danythmusculus

Na koniec sprawdzono, czy pauky zanalizowanymi nad@niami wykrytymi
u 12 gatunkédw muszek z rodzdprosophila a natgeniami z 6 organizméw modelowych

istnieje czs¢ wspoblna, stanowca przykitad starej ewolucyjnie pary naktagdgich s¢ genow.
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4. WYNIKI
4.1. Geny nakfadajce s¢ zidentyfikowane w genomie D. melanogaster

W pierwszym etapie analiz, ktory miat na celu wyémie zestawu par naktadeych
sic genow D. melanogaster,platforma GALAXY spdrod przeanalizowanych 21243
transkryptow zwrdcita plik wynikowy zawiergly 3929 par nakladagych sé genodw.
1928 wpisy usugio z uwagi na powtarzaldé zwigzarg z wystpowaniem wariantow
splicingowych, co zawiato liczly faktycznych nalgen miedzy genami. Dato to ostateczny
zbiér 2001 unikalnych par nakladeych s¢ gendéw u muszki owocowej. Nakiadania te
utworzone byly przez 3504 unikalne geny (1751 nai @NA -, 1753 na nici +),
co stanowi 16,49% wszystkich transkryptow muszkoowawej. Liczba zidentyfikowanych
genow nie jest po prostu réwna dwukratrioliczby par (2 razy 2001) z uwagi na to,
ze niektére geny naktadagic z wiecej niz jednym genem. Na przyktad g€G15221maze
tworzy¢ trzy pary naktadape sé (Ryc. 7), ktére nie g rOwnoznaczne szeiu genom
zaangaowanym w naktadanie, a czterem.

CG3432; Imm .
CG3432: N ]

CG15221 | ]l ] e
CG245 1

Ryc. 7. Gen CG15221i trzy geny w nim zagni@zone: CG34322, CG34321, CG245Niebieskie bloki

oznaczaj egzony, strzaiki kierunek genu na nici DNA.

Ponisza tabela zawiera podsumowanie wynikbw omowionggeyzej pierwszego etapu
analiz (Tab. 1).

Tab. 1. Wyniki pierwszego etapu analiz naklagtajch s¢ gendéw w genomi®. melanogaster

Transkrypty Znalezionych par | Unikatowych [ Unikatowych
D. melanogaster | nakfadajacych si par genow w parach

21243 3929 2001 3504

Sparod zidentyfikowanych 3504 unikatowych genowekdza¢ z nich znajdowala si
w orientaciji tail-to-tail - 1017. Liczba zagnielzonych gendw to 838, a gendw w pozycji
head-to-head- 173 (Tab. 2).

Tab. 2. Wyniki analizy typu naktadaniaesila gendéwD. melanogastew pierwszym etapie analiz.

Natozenia Natozenia Natozenia
typu nested typu tail-to-tail typu head-to-head
838 1017 173
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4.2. Geny nakladajce sé u pozostatych 11 gatunkéw rodzaju Drosophila

Etap drugi pracy miat na celu zidentyfikowanie otogéw dla gendéw
D. melanogasterwsrod pozostatych gatunkow rodzajpDrosophila (D. pseudoobscura,
D. simulans, D. sechellia, D. yakuba, D. erecta,adanassae, D. persimilis, D. willistoni,
D. virilis, D. mojavensis, D. grimshavi

Dla 3504 unikalnych genow zaamgavanych w nakladanie . melanogaster
najwigcej ortologdéw (zakonserwowanych gendéw) zidentyfikow w genomiéd. yakuba—
3022, a najmniej \D. persimilis— 2712. W przypadku zidentyfikowanych w pierwszym
etapie 2001 unikalnych par naktagiajch se najwieccej zakonserwowanych par
zaobserwowano w genomi2 yakuba— 1537, a najmniej w genomi2. persimilis— 1250.

Tabela podsumowaga wyniki tego etapu analiz znajduje ponizej (Tab. 3).

Tab. 3. Wynik analiz gendw naktadgjych st dla 11 gatunkéw muszek z rodz&uosophila

Nazwa gatunku Ger_ly Zakonserwoyvane Unikatowe geny

ortologiczne pary genéw w parach
D. ananassae 2882 1415 2561
D. erecta 3017 1525 2733
D. grimshawi 2714 1270 2323
D. mojavensis 2736 1284 2350
D. persimilis 2712 1250 2284
D. pseudoobscura 2807 1354 2457
D. sechellia 2955 1467 2639
D. simulans 2782 1300 2351
D. virilis 2750 1301 2377
D. willistoni 2762 1302 2388
D. yakuba 3022 1537 2752

W kolejnym kroku analizy ustalano ile ze ziderkgfivanych gendw ortologicznych
nie odtwarza pary nakladagj st (wyskpuje tylko jeden gen z pary) Nagkisza liczba
takich genow zlokalizowana zostata w genonile simulans — 431, a nhajmniejsza
u D. yakuba- 270. Ustalono liczp gendéw biogcych udziat w zjawisku nakladania
u D. melanogasterktora nie jest zakonserwowana w analizowanyclgdtlinkach muszek
z rodzajuDrosophila z najwekszym wynikiem dlaD. persimilis— 792, a najmniejszym
dla D. sechellia- 549. Ponadto wyznaczono liezlpar naktadajcych s¢ gendw, ktéra nie
ulegta konserwacji w przebadanych muszkach. N#gswa liczba niezakonserwowanych par
gendw zidentyfikowana zostata w genoriepersimilis— 751, a najmniejsza. sechellia-

534. Sumaryczne wyniki omowionych analiz zaprezeatm w tabeli 4.
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Tab. 4. Wynik analizy braku konserwacji genéw ortologiczhyaraz par nakladggych sé genoéw.A. Liczba

zidentyfikowanych genéw ortologicznych pomniejszamdiczbe unikatowych genéw w zakonserwowanych

parach;B. Liczba unikatowych genéw R. melanogastepomniejszona o liczbzidentyfikowanych ortologéw;

C. Liczba unikatowych par B. melanogastepomniejszona o liczbzakonserwowanych par genéw.

Nazwa gatunku A. Ortok_)gi, ktére_nie odtwarzaja | B. Nieza_lkonserwowane geny C. Niezakonserwowane
naktadania (brakujacyl gen z pary)| (brakujace 2 geny z pary) pary
D. ananassae 2882-2561 = 321 3504 — 2882 = 622 2001 — 14156= 58
D. erecta 3017-2733 = 284 3504 — 3017 =487 2001 — 15256= 4
D. grimshawi 2714-2323 = 391 3504 — 2714 =790 2001 -12701= 7B
D. mojavensis 2736-2350 = 386 3504 — 2736 = 768 2001 - 1284~ 7
D. persimilis 2712-2284 = 428 3504 — 2712 =792 2001 - 12501= 7p
D. pseudoobscur 2807-2457 = 350 3504 — 2807 = 697 2001 - 1354 = 6§47
D. sechellia 2955-2639 = 316 3504 — 2955 =549 2001 - 14674 5B
D. simulans 2782-2351 = 431 3504 - 2782 =722 2001 - 1300EF 7p
D. virilis 2750-2377 = 373 3504 - 2750 = 754 2001 - 1301 = 7p0
D. willistoni 2762-2388 = 374 3504 - 2762 = 742 2001 - 1302 = 6P9
D. yakuba 3022-2752 = 270 3504 — 3022 =482 2001 — 1537 = 4p4
Rycina poniej prezentuje wszystkie typy przeanalizowanych pazkéw

konserwaciji par naktadgjych sé genéw (Ryc. 8).
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Ryc. 8. Typy analizowanych przypadkéw konserwacji par ndéfgcych s¢ gendw. A. Zakonserwowane

/

s

()

nalazenie; B. Zakonserwowana para gendw, nie odtwaizjnatgenia; C. Zakonserwowana para genow
zlokalizowanych na rych chromosomach). Zakonserwowany tylko jeden gen z pagy;Brak konserwacji
obu genéw z pary.

W kolejnym kroku analizowano, czy zakonserwowarsrypgendéw odtwarzaj
naktadanie. Najwicej zachowanych par naklageych s¢ zidentyfikowano w genomie
D. erecta— 316, a najmniej . grimshawi— 176. W wyniku analizy sposobu naktadania si
genéw w tych parach u 11 gatunkbw muszek z rodzBjwsophila najwiecej
zakonserwowanych naten typu head-to-head zidentyfikowano u D. mojavensis
i D. pseudoobscura- 5, typutail-to-tail u D. erecta— 6, a nalgen typu nestedtakze

w genomieD. erecta— 306. Bardzo niska liczba wykrytych nzéa typu gtowa do gtowy,
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czy ogon do ogona jest prawdopodobnie szana ze stab adnotac regionéw 3 UTR
i 5 UTR w genomach 11 muszek, w ktorych to regnavystpuja tego typu naktadania.
Podczas analizy konserwacji nzémia zbadano tak, czy oba geny z pary zlokalizowang s
na tym samym chromosomie. W etapie tym nejej niezgodnéci chromosomoéw wykazaty
pary zakonserwowanych gendéw z genoBwwillistoni — 104, a najmniep. erecta— 2.

Podsumowanie wynikéw analiz omowionych paejyprezentuje ponsza tabela (Tab. 5).

Tab. 5.Wyniki analizy sposobu naktadania gienéw u 11 gatunkéw muszek z rodz@posophila

Nazwa gatunku Zakonse.rwqwane Natozenia Ngioienia Natozenia Niezgodncﬁc;i
natozenia head-to-head tail-to-tail nested chromosoméw

D. ananassae 263 4 2 257 32
D. erecta 316 4 6 306 2

D. grimshawi 176 2 3 171 91
D. mojavensis 191 5 0 186 61
D. persimilis 189 4 1 184 66
D. pseudoobscura 234 5 3 226 37
D. sechellia 303 4 5 294 13
D. simulans 229 4 1 224 45
D. virilis 191 0 2 189 80
D. willistoni 216 4 2 210 104
D. yakuba 311 4 3 304 19

Rycina poniej prezentuje cgciowe wyniki drugiego etapu analizy na drzewie

filogenetycznym rodzajdrosophila(Ryc. 9).

[D. melanogaster 3504 unikalne geny w 2001 parach}

D. simulans 2782 229 45
podgrupa

melanogaster D. sechellia 2955 303 13

me,gr:‘c‘)gzster —— D. yakuba 3022 311 19

—— D. erecta 3017 316 2

D. ananassae 2882 263 32

gggﬁg;“h”;'; [ D- pseudoobscura 2807 234 37

L D. persimilis 2712 189 66

D. willistoni 2762 216 104

D. mojavensis 2736 191 61

D. virilis 2750 191 80

podgatunek

Drosophila D. grimshawi 2714 176 91
geny zakonserwowane niezgodnosci
ortologiczne natozenia chromosomoéw

Ryc. 9. Reprezentacja wynikéw analizy naklagtajch s¢é gendw wrod 12 gatunkéw z rodzajDrosophila
na jego drzewie filogenetycznym. Zmieniono za Na2007 [39].
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W dalszych analizach poszukiwano par nakigdajh sé genow, ktore wyspuija
zaréwno WD. melanogasterak i u 11 przebadanych gatunkéw muszek z rod2apsophila.
Wykryto 61 par gendw naktadajych sé, ktGre utworzonegsprzez 116 unikatowych genéw,
sklasyfikowanych jako geny kodige biatka.

4.3. Zidentyfikowane geny nakladagce s¢ u 6 organizmow modelowych

W trzecim etapie pracy poszukiwano pierwotnychomat gendw wspolinych
dla owadow i kigowcoOw na podstawie porownania gendw znalezionyetapie pierwszym
z genami szziu organizmow modelowychAfnopheles gambiae, Apis mellifera, Danio
rerio, Gallus gallus, Homo sapiens, Mus musclulus

Dla unikalnych 3504 gendw twayeych pary naktadage sé u D. melanogaster
najwigcej ortologicznych gendéw zidentyfikowano u koma#a gambiag - 2064, a najmniej
u myszy — 1147. Geny te tworzyly nageej zakonserwowanych parAi gambiae- 745,
a najmniej u kurczaka@. gallug — 437. Sumaryczne wyniki przedstawiono w [snej

tabeli.

Tab. 6. Wyniki analizy ortologéw oraz par naktadeych s¢ gendéw u 6 modelowych organizmow.

Nazwa gatunku Geny Zakonserwowane| Unikatowe geny

9 ortologiczne pary genow w parach

A. gambiae 2064 745 1417

A. mellifera 1826 598 1145

D. rerio 1683 528 1017

G. gallus 1548 437 841

H. sapiens 1709 543 1039

M. musculus 1147 575 1093

Najwyzsza liczba gendw, ktére nie odtwarzgpry naktadaicej st wystpuje u kurczaka —
707, a najnisza u myszy — 572. W przypadku identyfikacji gena@aangaowanych
w naktadanie uD. melanogasterktére nie posiadajswoich ortologébw u analizowanych
organizmow modelowych najegej takich gendéw znaleziono w genoniié musculus—
2357, a najmniej WA. gambiae— 1440. Kolejny krok analizy mggy na celu weryfikagj
konserwacji par naktadggych s¢ wytonit najwicksz liczbe niezakonserwowanych par
gendw uG. gallus— 1564, a najmniejgzu A. gambiae— 1256. Podsumowanie wynikow

analiz omowionych powaej zaprezentowano w tabeli na kolejnej stronie (T/ab
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Tab. 7. Wyniki analizy braku konserwacji gendéw ortologiczhy oraz par nakladgych s¢ genow
u 6 organizméw modelowychA. Liczba zidentyfikowanych gendéw ortologicznych paejszona o liczb
unikatowych genéw w zakonserwowanych paraéh; Liczba unikatowych genéw 2. melanogaster
pomniejszona o licab zidentyfikowanych ortologéw;C. Liczba unikatowych par zD. melanogaster

pomniejszona o liczbzakonserwowanych par genow.

Nazwa gatunku A. Ortolggi, ktc’)relnie odtwarzaja | B. Niezgkonserwowane geny| C. Niezakonserwowang
naktadania (brakujacyl gen z pary] (brakujace 2 geny z pary) pary
A. gambiae 2064 — 1417 = 647 3504 — 2064 = 1440 2001 — 74856
A. mellifera 1826 — 1145 = 681 3504 — 1826 = 1678 2001 - 59803
D. rerio 1683 — 1017 = 666 3504 — 1683 = 1821 2001 - 52873
G. gallus 1548 — 841 =707 3504 — 1548 = 1956 2001 - 43364
H. sapiens 1709 — 1039 = 670 3504 — 1709 = 1795 2001 - 52358
M. musculus 1147 — 1093 =572 3504 — 1147 = 2357 2001 — 575826

W przypadku analizy konserwacji na#éd zidentyfikowano ich 30 u komara,
13 u pszczolty i 1 u danio ¢ggowanego. Nie znalezionaadnego zakonserwowanego
natazenia w genomie kurczaka, myszy i cziowieka. Nasie wykonano analiz typu
zidentyfikowanych powsej zakonserwowanych naen oraz ustalono liczp niezgodnéci
chromosomow padd zakonserwowanych par ortologicznych genow. Naj@j rozbienosci
chromosomowych daty pary genéwAz mellifera— 470, a najmniej A. gambiae— 298.
llos¢ niezgodnéci chromosoméw jest znacznie #gza nk w przypadku poprzedniej analizy
dotyczcej 11 gatunkdw muszek rodzdprosophila Podsumowanie wynikow oméwionych

analiz przedstawiono w patsizej tabeli.

Tab. 8. Wynik analiz sposobu naktadanig genéw dla 6 organizméw modelowych.

Nazwa gatunku Zakonse'rwc.)wane Natozenia Ng#oieni'a Natozenia Niezgodncﬁgi
natozenia head-to-head tail-to-tail nested chromosomow
A. gambiae 30 2 6 22 298
A. mellifera 13 6 2 5 470
D. rerio 1 0 0 1 425
G. gallus 0 0 0 0 379
H. sapiens 0 0 0 0 419
M. musculus 0 0 0 0 469
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Na kolejnej rycinie zaprezentowanogéziowe wyniki analiz wykonanych w trzecim etapie
pracy w formie drzewa filogenetycznego uwaiyliagcego 6 badanych organizmow

modelowych oraD. melanogaster(Ryc. 10).

1709 0 419
1147 0 469
154¢ 0 37¢
1683 1 425

~ |D. melanogaster 3504 unikalne geny w 2001 paracﬂ

aA. ambae 2064 30 298
s A. mellifera 1826 13 470
—~]

geny zakonserwowane  niezgodoio
ortologiczne natéenia chromosomoéw

Ryc. 10. Reprezentacja wynikow analizy nakfagajch s¢ gendéw u 6 organizmow modelowych w formie

drzewa rodowego badanych organizmow.

4.4. Geny nakiladajce sé wspolne dlaD. melanogaster i pozostatych analizowanych

organizmow

W przeprowadzonych badaniach nie wykryganej pary gendéw nakladaych se,
ktéra bytaby wspodlna zaréwno dla 12 gatunkédw muszekrodzaju Drosophila
jak 1 6 przeanalizowanych organizmoéw modelowych.—gambiae, A. mellifera, D. rerio,
G. gallus, H. sapiens, M. musculu¥edyna para wykazga zakonserwowanie pogaizy
owadami i kegowcami to para gen6éW. melanogaster - CG6878G7011— ktéra wspdlna
jest dla pozostatych 11 gatunkéw muszek, ale rGiwvmeozna zaobserwowa pag
ortologicznych gendéw u komara, pszczoty oraz damégowanego. Para ta reprezentuje typ

natazenia nested Ortologi tych gendéw wysgpuja takze w genomach kurczaka, myszy
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i cziowieka, ale nie odtwarzgjjuz nakfadania. Znajdgj sie one na tych samych
chromosomach, jedna& rozdzielonesgprzez kilka innych gendéw.

Geny CG6878i1 CG7011zlokalizowane $ u muszki na chromosomie 3L. Zostaty
sklasyfikowane w bazie FlyBase jako geny kadajbiatka o nieznanej funkcji molekularne;j.
Ich ortologi u przeanalizowanych dgowcéw to odpowiednio geny ERGIC3
i zgc:73345(ROMOY) u D. rerio zlokalizowane na chromosomie 6 oraz gdfiRGIC3
i ROMO1 u kurczaka na chromosomie 20, myszy na chromosolieé cztowieka
na chromosomie 20. U czlowieka geBRGIC3 peini rok we wzrdgcie komorki
oraz indukowanej stresem$mierci komoérkowej. Jest skiadnikiem bitony retikulum
endoplazmatycznego i aparatu Golgiego [60]. GROMOL (reactive oxygen species
modulator ) odpowiedzialny jest za zekszony poziom reaktywnych form tlenu zwany z
wiekiem i mae peint wazng role w sygnalizacji redoks w komoérkach rakowych [61].62
Ponizsza rycina prezentuje omowione zidentyfikowane genynuszki owocowej, danio

pregowanego, kurczaka i cztowieka (Ryc. 11).

CG7011
CG687¢
CG687¢
ERGIC3
Cycl
Zgc:73345

g

; RBM39 ROMO1 NFS1 RBM12 CPNE1 ASAP3 ST3Galz ERGIC3

ROMO1  RBMI2
§ RBM39 EEE) s> SPAG/ FERIL4  ERGIC3

NFS1 CPNE1

Ryc. 11.Geny CG6878i CG7011naktadajce st u D. melanogastepraz ich ortologi zD. rerio, G. gallus
i H. sapiens Na rysunku zaprezentowano z#mie genow ortologicznych wraz z konserwaigh natlazenia

lub jej brakiem jak ma to miejsce u kurczaka i edgka.
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5. DYSKUSJA

Geny nakiadape s¢ stanows niezwykle interesuge zjawisko obserwowane
zarowno w genomach organizméw prokariotycznych, jaleukariotycznych. W tych
pierwszych stiag jako powszechna strategia organizacji genéw w gég,0co jest zwjzane
z niewielkimi rozmiarami tych organizméw. U drugialczestnicz w wielu procesach
komérkowych, takich jak imprinting genomowy, inakigcja chromosomu X, splicing
alternatywny, wyciszanie genow i metylacja, redagow RNA oraz translacja.
Jednake w przypadku genomow eukariotycznych ob&énw komoérce podwojnej nici
MRNA, jaka powstaje w wyniku transkrypcji genow tegrych nakiladajca sic pae,
powinna by rozpoznawana przez mechanizmy obronne danego isngarjako ingerencja
wirusow, ktére w ten sposob integrupwoj material genetyczny z genomem gospodarza.
Pomimo tego zjawisko to nie ulegato eliminacji isebwujemy liczne przypadki nadea
genow, ktére zostaly zachowane. Ma zatem przypuszczaze pary nakladapych sg
genow petni wazng role jako jednostki i sid ich uktad nie zostat rozerwany w toku ewoluciji.

W opublikowanych pracach w zatesci od przygtych metod i wykorzystanego
rodzaju danych obserwuje¢siz reguty kilku lub kilkunastoprocentawfrakcje gendw
uczestniczcych w nakfadaniu w stosunku do catkowitej liczbgngw danego organizmu.
Dla przyktadu: cztowiek: od 9 do 22,7%, mysz: od do 13,67%, kurczak: od 4,8 do 11,07%
[7, 63, 64].

Mozna zada pytanie, czy omawiane geny i tworzone przez nig ga ewolucyjnie
stare i powstaly u wspolnych przodkéw organizmow®y @ez moze  to geny miode
ewolucyjnie, ktére eigle powstaj i s3 przystosowaniem danego organizmu do jego trybu
zycia, cech charakterystyczndla danej linii ewolucyjnej?

Istnieje kilka hipotez ttumagzych pochodzenie zjawiska nakladanig genow.
Keese i Gibbs [26] zasugerowalie nakladajce s¢ geny powstaty jako rezultat
overprintingu — procesu tworzenia nowych gendéw z weej istniepcych sekwencji
nukleotydowych. Zjawisko to miato miejsce po roadeniu s¢ linii ewolucyjnych ssakow
i ptakow, a naktadage s¢ geny 3 przykladem miodych gendow kodwych biatka,
zwigzanych ze specjalizacfjanego organizmu do jego trybycia. Shintani [27] stwierdzit,
ze nakladanie powstato podczas tranzycji z ssakaksyth gadéw do ssakéw. Odbywate si
to albo na zasadzie reafacji gendw, ktorej towarzyszyta utratacéz regionu 3" UTR,

wraz z sygnatem poliadenylacji alba tea drodze rearancji genow, ktore wczaiej si nie
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naktadaty. W drugim przypadku jeden z genéw w paugmcit swoj oryginalny sygnat
poliadenylacji, jednate byt w stanie wykorzystataki sygnat z nici niekodagej drugiego
genu. Dahary [30] umieszcza powstanie zjawiska atidia si genow duo wczéniej.
Swoj hipotez popiera obserwagjduzej liczby ludzkich naktadagych s¢ gendw, ktore
zakonserwowane ags u rozdymki tygrysiej T. rubripes. Twierdzi, ze w wkkszaci
przypadkéw nalpen pomidzy dwoma genami kodagymi biatka zjawisko to ograniczone
jest do ich regionéw niepodlegaych translacji (UTR). Dodatkowo w wielu przypadkac
w nakladanie zaangawana jest alternatywna poliadenylacja, co stw&ilea wariantow
transkryptu, ktére rinig sic w swojej diugdéci konca 3'. Jednake, jak pokazuy badania,
nawet pomgdzy blisko spokrewnionymi gatunkami naémia gendéw niegszakonserwowane
[65]. Veeramachaneni i wspdtautorzy w swojej prgmkazuy, ze na 255 przypadkow,
w ktorych oba geny z pary naklageg¢j st u czlowieka mialy swoje ortologi
u myszy tylko 95 par byto wspdélnych dla obu orgamizv. Co wecej, znacaca czs¢ genow
z tych par wykazuje odmienne sposoby naktadargawsiobu genomach. Podobny brak
konserwacji wykazal w swojej pracy Dan i wspotamyor [66]. Analizowane
na przyktadzie renych genoméw nal@nie pomgdzy genamiMINK i CHRNE pojawito si
w toku ewolucji przynajmniej trzy razy i to w spdisdiezaleny. Oznacza toze wiele
natazen moze by mtodych ewolucyjnie oraz wzér pogdania pomgdzy genami nie musi
by¢ zakonserwowany nawet pogdy blisko spokrewnionymi gatunkami.

Celem niniejszej pracy byla analiza genomu musekiocowej pProsophila
melanogaster pod lkgtem wystpowania gendéw nakladgjych s¢ oraz przetestowanie
omowionych powyej hipotez dotycgcych ewolucji tego zjawiska.

W przeanalizowanym na potrzeby niniejszej pracynogeie D. melanogaster
w stosunku do 21243 transkryptow liczba znalezibnygendw uczestnigzych
w nakfadaniu wynosi 3504, co stanowi 16,49%. Jegfc wo frakcja zblona do tej
obserwowanej w badaniach innych organizméw. Podobmagr widzimy w liczbie par
naktadagcych se. Znaleziona liczba 2001 par u muszki owocowej odbiega znacznie
od tej obserwowanej u cztowieka — 1766, czy mys2953 [7].

Na podstawie wynikow etapu drugiego, ptago na celu poszukiwanie ortologow
powyzszych gendw u 11 gatunkéw muszek z rodzBjwsophila mazna wnioskowa
o0 ich duej konserwacji. Spwod 3504 gendw zidentyfikowanych w pierwszym etapéeinio
81% (2831) z nich ma swoje ortologi u analizowanyoliszek. To samo tyczy esi

konserwacji parSrednio 68% (1364) z nich wykazuje konserwag w przyblzeniu 96%
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genow tworzcych pary zlokalizowanych jest na tym samym chramnus. W rezultatach
trzeciego etapu analiz, w ktérym badano 6 organenmdodelowych obserwujemy niski
poziom wys¢powania ortologicznych genéw i tworzonych przez par. Z 3504 gendw
uczestniczcych w naktadaniu ID. melanogastesrednio 47% (907) wykazuje konsernwacj
a z 2001 par zakonserwowanych jgstdnio 29% (311). W przylieniu tylko 26% genow
z zakonserwowanej pary zajmuje ten sam chromosom.

Powyzsze rezultaty wskazajwiec na to,ze pagréd gendw naktadagych se istnieje
wiele, ktére uformowaly si stosunkowo niedawno w ewolucji. Znacznachkszac¢
zakonserwowanych gendw, jak i par przez nie twoyzbrenaleziona zostataswdd bardzo
blisko spokrewnionych gatunkéw. Obserwacje te s@pwze bardziej wiarygodna wydaje
si¢ by¢ hipoteza wyprowadzona przez Keese'a i Gibbsa [26]ktorej autorzy movei
0 wytwarzaniu genéw naktadaych s¢ de novo na drodzeoverprintingu Sid tez
mechanizm ten nmxe by w gltdwnej mierze odpowiedzialny za powstawaniewigéa
naktadania s wskutek generowania nowych genéw gmanych z trybem zycia
oraz warunkami danego organizmu, w ktorynose znajdowane.

Wsréd ortologicznych par obserwujemdyednio 17,5% (238 na 1364) konserwaci
natazen w genomach 1Drosophil i nieco ponad 2% (7 na 311) w 6 przeanalizowanych
organizmach  modelowych. Liczba zidentyfikowanych tolmgicznych  nateen
w analizowanym rodzajiDrosophila prawdopodobnie bytaby wgza, gdyby nie staba
adnotacja regionbw UTR w ich niedawno opublikowdnygenomach. Przejawia ¢si
to w stosunkowo wysokiej liczbie zakonserwowanyaygriezdzonych nataen (nested,

a bardzo niewielkiej iléci przypadkéw naktadania pozostatych dwoch typbead-to-head
i tail-to-tail). U 11 gatunkéw Drosophila obserwujemy nisk okoto 28% frakgj
zakonserwowanych naten typu nested, co w swietle tego przykladu przemawia
za stwierdzeniemgze zjawisko naktadania jest specyficzne dla danej liozwojowej

I powstato niedawno w ewolucji.

Jedyna znaleziona para gendé®GE878i CG701), ktéra zakonserwowana jest
zarowno uD. melanogasterjak i pozostatych 11 muszek, u komara, pszczolyanio
pregowanego mee stanowd przyklad starego ewolucyjnie naknia genow. Wswietle
przeprowadzonych analiz jesteeijedynym dowodem potwierdzgym hipotez autorstwa
Dahary’ego [30]. Natzenie to zostatlo utracone u @wszych kegowcow — G. gallus,
M. musculus, H. sapienrsby maze na drodze rozrywagej translokacji albo tew zwigzku

ze zjawiskiem efektu dawki genwldsage effegt Para gendw mogta zostgpocatkowo
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zduplikowana jako caks, a nasipnie jeden gen z pary utracony. W ten sposob geny
ortologiczne dla gendévD. melanogastemwystpuja w genomach myszy, czy cziowieka,
ale nie odtwarzgj nakiladania. Zlokalizowane gsna tych samych chromosomach
w niewielkiej odlegtéci od siebie, rozdzielone przez kilka innych gendest to dowdd

na to,ze w toku ewolucji natkenia pomgdzy genami mog by¢ nie tylko tworzone,
ale réwnie tracone.

Wiele par gendw, ktére naktadagic u D. melanogastema swoje ortologi w innych
gatunkach, jednale tworzce je geny nie tylko sinie nakiadaj, ale take zlokalizowane
s3 nha r@nych chromosomach. W przewegacej wickszgci ma to miejsce w przypadku
analizowanych 6 organizméw modelowych — obserwujemgzgodnéci chromosoméw
w ilosci od 298 dlaA. gambiaedo 470dla A. mellifera w stosunku do pierwotnie
zidentyfikowanych 2001 par D. melanogasterU 11 muszek z rodzajdrosophilawartaci
te wahag sic od 2 uD. erectado 104 uD. willistoni. Geny takie mogty pierwotnie tworzy
naktadagca sic par, lecz w toku ewolucji prawdopodobnie podlegaty niakacjom
lub duplikacjom z nagpujacym po nich usuwaniem jednego genu z pary, co sgowato
utrat natazenia. Potwierdza to analiza 13 zakonserwowanychozeat u pszczoty
(A. melliferg. Sparéod nich, przyktadowo, a 9 nie wystpuje wsrod nataen
zidentyfikowanych WD. ananasagczyD. erecta Z drugiej jednak strony takie ortologiczne
geny, ktére zajmujrézne chromosomy mogly w toku ewolucji utwoézgowe naktadage
sic pary na drodze translokacji. W wynikach pracy olwsgemy przypadki,
gdzie ortologiczne geny pszczoty zngch chromosoméw, nie naktadaic u D. ananassae
(chocia leza juz na tym samym chromosomie), ale w przypadkumelanogastemamy
do czynienia z wspoétdzieleniem tego samdgous genomowego (np. gengG10984
i CG10973 w konfiguracji tail-to-tail). Przyktady te potwierdzaj zatem hipotez
zaproponowas przez Shintani'ego [27] o powstawaniu par genovkiadapcych sé
na drodze translokaciji.

W toku analiz dokonano sprawdzenia jaka liczbalogicznych genéw nie odtwarza
naktadania u analizowanych organizmow, ponietvak jest drugiego genu z pary. Zjawisko
takie mae w pewnym stopniu wskazywana to, ze kiedy geny te braly udziat
w zjawisku naktadania, przez co bytyby przykiadetarych ewolucyjnie nateen. W toku
ewolucji drugi gen z pary zostat utracony, a razenmim nataenie, w ktérym uczestniczyt.
Takiego samego sprawdzenia dokonano dla przypadgdwnie oba geny z pary pierwotnie

zidentyfikowanej u D. melanogasternie maj swoich ortologdbw u analizowanych
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organizmow. Tutaj réwnie mazna wnioskowd, ze dane nakfadania powstaty u wspdlnego
przodka muszki i porownywanego gatunku, a w tokwlewji zostaty u nich utracone
i spotykane & wytacznie uD. melanogasterHipotez t¢ potwierdzag wyniki niniejszych
bada. Wybierajc do poréwna zakonserwowane pary z pszczoty oraz zidentyfikengeny
ortologiczne kilku z 11 muszek obserwujemy oba omée powyej przypadki braku
konserwacji nalven. W przypadkuD. ananassaemamy 58 przypadkéw, gdzie jeden gen
z pary nie posiada swojego ortologa i 12, w ktonpmak ortologéw dla obu genow
z nakladajcej st pary zidentyfikowanej uD. melanogaster Podobnie wyglda

to w przypadkuD. erecta gdzie liczby te wynosz odpowiednio: 58 i 9D. grimshawi
62 i 7,D. mojavensis74 i 10orazD. persimilis 101 i 11.Wyniki przeprowadzonych bada
pokazuj zatem,ze zgodnie z hipotegznarodzin ismierci w ewolucji genowHirth and death
evolution [67] nalazenia, jak i same geny naklageg¢ s¢ mog by¢ nie tylko tworzone

w ewolucji, ale take podlegé utracie [68].

Pomimo faktu,ze wielkoskalowe badania naktag@jch s¢ gendw przeprowadzane
byly juz od dawna nadal nie rozumiemy w petni jak takieonehia wyewoluowaly i jakie jest
prawdopodobne znaczenie dzielenia tego samlegos genomowego przez dwa geny.
Rezultaty opublikowanych do tej pory prac, jak i nig niniejszej analizy gendéw
naktadagcych s¢ u D. melanogaster 11 innych gatunkéw z rodzajprosophilawskazug,
ze nie ma jednego uniwersalnego modelu geego wyttumacz§ ewolucg tego fenomenu.
Kazda z istniejgcych hipotez w pewnym stopniu o zostéd odniesiona do uzyskanych
rezultatow. Obserwujemy zaréwno przypadki tworzenawych nat@en specyficznych
gatunkowo, stare nakladap sé geny zakonserwowane w toku ewolucji i wspdlne
dla odlegtych sobie grup oraz liczne przyktady oaze pierwotne naktadania gendw byly

tracone u organizmow.

Praktycznie kade pojawienie gi w genomie nowego genu, Czy egzonu zeo
spowodowa powstanie pary nakladgych s¢ genow. W swietle zaprezentowanych
wynikdw mazna wnioskowa, ze spdrod wszystkich mechanizméw ttumacych ewolucg
omawianego zjawiska w najgkszym stopniu odpowiedzialny za ten proceszenby
overprinting dapcy pocatek nowym genom i ich nowym wariantom z wykorzystam

wczesniej istniepcych sekwencji nukleotydowych.
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Niniejsza praca z pewsca moze stanowt pewien wgid w to, jak w toku ewolucji
powstawaly geny naktadgje s¢, dostarcza w gtdbwnej mierze dowody na #e, natagenia
genow g raczej gatunkowo specyficzne oraz pokazigenaktadania magby¢ wytwarzane,

jak i rowniez tracone.
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6. STRESZCZENIE

Naktadajce sé geny definiuje s jako pae réznych genow, ktérych regiony
genomowe pokrywaj sic w pewnym stopniu (wspotdziglto samelocus genomowe).
Zjawisko to, wykryte pierwotnie u bakteriofagaX174, przez diugi czas uvwane byto jako
specyficzne dla genoméw wirusowych i bakteryjnydh. organizmach tych z uwagi
na ich mate rozmiary mechanizm naktadania généw mae shey¢é miedzy innymi jako
strategia organizacji genomu. Wazenie sekwencjonowania genomow coraz toksdej
liczby organizméw eukariotycznych pozwolito stwieid ze fenomen ten nie jest,
jak wczéniej uwaano, rzecz dla nich rzadg Ciaggle narastajca ilos¢ nowych dowodow
sugeruje,ze nakladajce sé geny mog regulowa@ kluczowe procesy ekspresji gendéw
u Eukariotg wliczagc w to medzy innymi imprinting genomowy, interferengj RNA,
regulacg translacji i redagowanie RNA. Jedrak pomimo duaej liczby wykrytych
przypadkéw takich gendw ich pochodzenie i ewolungdal pozostajniejasne.

Istniep trzy podstawowe mechanizmy, ktére ttummgaochodzenie omawianego
zjawiska. Hipoteza zasugerowana przez Keese’ahgaith26] méwize naktadajce s¢ geny
utworzone zostaty w procesie zwanysmerprintingiem Polega on na tworzeniu nowych
genow z istnigicych ju wczeniej sekwencji nukleotydowych. Dlatego ztejeden
z gendw w nakladagej st parze jest reprezentantem ewolucyjnie i filogecatye mtodych
genow kodujcych biatka. Co wicej, wedlug owej hipotezy ich funkgcjjest adaptacja
do obecnych warunkéwiycia danego organizmu, w ktory znajdowaneksnkretne pary
naktadagcych s¢ gendw. Shintani [27] w swojej hipotezie zaktade,naktadanie powstato
przy rozdzieleniu si linii ewolucyjnych ssakoksztattnych gadow od ssak®o tworzenia
natazen dochodzito albo na drodze rearanji genow wraz z utratczesci regionu 3’ UTR
z sygnatem poliadenylacji albozt@odczas rearaaciji gendw, ktorych sekwencje weénej
si¢ nie naktadaty. Dahary [30] umiejscawia wytworzenaktadania porgdzy genami dio
wczeniej, a swaj hipotez popiera obserwagjduzej liczby ludzkich nakiadagych se
genow, ktore posiadagwoje ortologiczne pary u rozdymki tygrysidj. fubripes. Twierdzi,
ze W wigkszaci przypadkow natzen pomidzy dwoma genami kodagymi biatka zjawisko
to ograniczone jest do ich regionbw niepodlegagh translacji (UTR),
a dodatkowo w wielu przypadkach w naktadanie zazmgana jest alternatywna

poliadenylacja.
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Badania przeprowadzone na potrzeby niniejszejyps&apialy s¢ w gidwnej mierze
na blisko spokrewnionych gatunkach. Do analiz wgbré2 gatunkéw z rodzajdrosophila
a jako zestaw referencyjny wykorzystano zbior gem@itadajcych sé jednego z nich -
D. melanogaster Sprawdzano zaréwno konserwacpakladagcych s¢ par genow,
jak i wystpowanie ortologicznych genow, ktére sztonkami poszczegolnych par. Analizy
poréwnawcze wykonano na trzech poziomach repregeyth ré&ne dystanse ewolucyjne:
dla wszystkich przedstawicieli rodzafprosophilg innych insektéw (komar i pszczota)
oraz kegowcow (cztowiek, mysz, kurczak i danicggowany).

Wykryto 3504 unikatowe geny naktadeg s¢ u Drosophila melanogastetworzyce
2001 niepowtarzagych s¢ par. Stanowi to okoto 16,5% wszystkich transkrypto
znajdowanych w genomie muszki owocowej. Rozktadblyc zidentyfikowanych ortologéw
(zakonserwowanych gendéw) nie odzwierciedla uktadoalizowanych 12 gatunkéw
na ich drzewie filogenetycznym. To samo tyczy #osci wykrytych ortologicznych par
genow. Jednalke na podstawie analiz mma wnioskowd o ich duej konserwacji. Spwod
3504 gendéw naktadgjych sé u D. melanogasteérednio 81% z nich ma swoje ortologi
u 11 analizowanych muszek. To samo tyczypsir tworzonych przez ortologirednio 68%
z nich wykazuje konserwagjRezultaty analizy 6 organizmow modelowych preapmiski
poziom wystpowania ortologicznych gendéw i tworzonych przez pae.Srednio 47% genow
i 29% par wykazuje konserwagcjAnaliza poréwnawcza zestawu ortologicznych gendéw
zidentyfikowanych u 11 muszek oraz pszczoly, jakapyg zewrtrznej na drzewie
filogenetycznym pozwolita stwierdzize w toku ewolucji z pierwotnych par naktagiajch
sie jeden lub oba geny uleglty zanikowi, a razem z nimdrzone przez nie natenie.
Zidentyfikowano réwnie przypadki bardzo starych ewolucyjnie par naklachagh sg, ktore
wspolne § dla 12 gatunkdbw muszek, pszczoly, komara i dani@ggwanego.
Geny ortologiczne dla gendéw uczestamzch w tworzeniu tych par wygiuja takze
u cziowieka, myszy i kurczaka, jedr@k rozdzielone g od siebie kilkoma genami
i nie odtwarzaj naktadania.

Jak pokazuj rezultaty bada w obrbie nakladajcych s¢ gendw istnigj takie,
ktére uformowaly s stosunkowo niedawno w ewolucji i hawet w ¢lie tego samego
rodzaju jak Drosophila geny te i ich pary niegszakonserwowane. Obserwujemy #ak
przypadki starych ewolucyjnie par nakfagajch st gendw oraz mamy dowody na to,
ze pierwotne nakiladania zostaty utracone w wieluanigmach, co stanowi dowodd

dla hipotezy narodzinsmierci w ewolucji genéw [67, 68].
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Nadal nie poznano w petni mechanizmu ewolucji matogendw oraz nie wiadomo
jakie jest prawdopodobne znaczenie dzielenia tegonegolocus genomowego przez dwa
geny. Rezultaty tej i innych prac wskagupge nie ma jednego uniwersalnego modelu

mogcego wytlumacz§ powstanie tego fenomenu.
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7. SUMMARY

Overlapping genes can be defined as a pair ofréifit genes, which genomic regions
cover to some extent (they share the same gentwuouy. This phenomenon originally
detected in bacteriophage@X174 was for a long time believed as unique only
to viral and microbial genomes. Due to small bothes of such organisms the mechanism
of gene overlap may be a strategy for genome agton. Completion of genome
sequencing of many new eukaryotic organisms estaddi that this phenomenon is not rare
for them as it had been previously believed. Al stitreasing number of new evidences
suggests that overlapping genes can regulate lmegses of gene expressiorEmkariota
including genomic imprinting, RNA interference, risdational regulation and RNA editing.
Despite the large number of these genes, theimoaigd evolution still remain unclear.

Basically, there are three main hypotheses explaithe origination of gene overlap
phenomenon. Keese and Gibbs [26] say that overlgppgenes are created
in an overprinting process. New genes are generated previously existing nucleotide
sequences. That is why one of the genes from @uErg pair is a representative
of evolutionary and phylogenetically young protewding genes. Their function, according
to the hypothesis, is adaptation to present Ifgesdf a given organism in which particular
pairs of overlapping genes are found. Shintani [2Wplies that overlapping genes
phenomenon arose after the divergence of therappiiles from mammals. Overlaps were
created during genes rearrangements accompaniddsbyof part of 3 UTR containing
polyadenylation signal or alternatively by rearramgnts of genes which previously did not
overlap. Dahary [30] places the creation of oygrlag genes much earlier, and supports
his hypothesis by observation of a large numbehwhan overlapping genes having their
orthologous pairs in torafugu. He claims that insinoases of overlaps between protein
coding genes they only share the regions that atetnanslated (UTR). Additionally,
in many cases overlaps employ alternative polyadéon.

The study discussed here focused mainly on closslsted species. There were
12 species fronbrosophilagenus chosen as a basic set for testing and ppartagenes set
from one of them -D. melanogaster— served as a reference set. Both conservation
of overlapping genes pairs and single genes bemgraber of particular pair were examined.

Comparative analyses were done in three levelgsepting different evolutionary distances:

- 49 -



for all representatives drosophilagenus, other insects (mosquito and bee), andbratés
(human, mouse, chicken, zebrafish).

Originally there were 3504 unique genes foundverlap in 2001 unique genes pairs
in Drosophila melanogasteThe number of identified genes constitutes 16,5%rwot fly
transcripts. Proportions of the conserved genesadaeflect the arrangement of 12 species
on their phylogenetic tree. This also relates ®dmount of orthologous genes pairs found.
However, on the basis of the analyses we can irialyythese genes are strongly conserved.
Out of 3504 overlapping genes found In melanogastempproximately 81% have their
orthologs in 11 analyzed flies. Similar pattermiserved in pairs created by these orthologs.
Approximately 68% of them demonstrate conservatiResults of study of 6 model
organisms present low level of orthologous genesthair pairs. On average 47% of genes
and 29% of pairs are conserved. Comparative amsabyfsorthologous genes set identified
within 11 flies and a bee as a phylogenetic treigroup allowed to claim that in the course
of evolution one or both genes out of original atid overlapping pairs could be lost. There
were also cases of evolutionarily very old overlagpgene pairs identified which are
common to all 12Drosophila species, bee, mosquito and zebrafish. The ortBolog
of these genes are also found in human, mouse ldokiea genomes but they are separated
from each other by a few other genes and do natajve

All the results show that many overlapping geregelbeen formed relatively recently
and even within the same genus lisophilathese genes are not conserved. There are also
cases of evolutionarily old overlapping genes paitd many observations prove that some
ancient overlaps were lost in many organisms camfig the gene birth and death hypothesis
[67, 68].

We still do not fully know the mechanism of evadut of gene overlap and possible
meaning of sharing the same genorucus between two genes. Results presented here
and also in other similar studies points out thate is no single universal model explaining

the origination of this phenomenon.
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