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Streszczenie

Powszechnie przyjmuje sig, ze powstawanie nowej informacji genetycznej w organizmach odbywa
si¢ poprzez modyfikacje informacji juz istniejacej, np. przez tasowanie eksondw, roéznicowanie si¢
genu po jego duplikacji, boczny transfer genow oraz fuzje (taczenie sig) i fizje (dzielenie sig) genow.
Kod genetyczny i sekwencje kodujace bialko posiadaja jednak pewne wiasciwosci, ktore
umozliwiaja pozyskanie zupelnie nowej informacji genetycznej. Jest to ulatwione dzigki
zmniejszeniu prawdopodobienstwa powstawania kodonow stop w alternatywnych fazach odczytu
sekwencji kodujacych biatko. Wynika to z matej czgstosci wystgpowania kodonéw zaczynajacych
si¢ od TA w sekwencjach kodujacych biatko, co sprawia, ze na nici komplementarnej (w piatej fazie
odczytu genu) stosunkowo rzadko begda generowane inne kodony zaczynajace si¢ od tych
dwunukleotydéw, w tym kodony stop TAA i TAG. Podobny efekt powoduje zmniejszenie
uzywalno$ci niektorych kodonéw kodujacych seryng i leucyng, ktéore sa komplementarne do
kodonow stop w fazie czwartej. Dzigki temu moga by¢ generowane stosunkowo dlugie otwarte
ramki odczytu (ang. Open Reading Frames, ORF) w alternatywnych fazach istniejacych genow
kodujacych biatko. Mimo zaproponowania tych mechanizméw generowania nie przeprowadzono
dotychczas rozleglych analiz umozliwiajacych znalezienie odpowiedzi na pytania: jak bardzo
znaczaca jest rola tych mechanizméw w generowaniu ORFoOw w genomach oraz jakie wtasciwosci
genomoOw szczegodlnie sprzyjaja powstawaniu nowej informacji genetyczne;.

W celu znalezienia odpowiedzi na powyzsze pytania przeprowadzono szereg analiz na ponad
milionie adnotowanych niezachodzacych ORFow pochodzacych z 457 genomoéw prokariotycznych.
Analizy czgstosci wystgpowania kodonow stop we wszystkich alternatywnych fazach odczytu
badanych ORFow wykazaty, ze jest mozliwe utworzenie stosunkowo dtugich ramek w tych fazach.
W prawie jednej trzeciej genomow $rednia odleglos¢ migdzy kodonami stop dla niektorych faz
alternatywnych przekraczala 300 nukleotydéw. Jednakze, aby ramki staly si¢ kodujace nie
wystarczy, aby byly dlugie, musza réwniez nie§¢ pewna informacj¢ o kodowanych produktach.
Przeprowadzone analizy wskazaty, ze ponad 8000 alternatywnych odczytéw adnotowanych ORFow
wykazuje wysokie prawdopodobienstwo kodowania szacowane w programie GeneMark. W jeszcze

wigkszym stopniu podobienstwo do rzeczywistych sekwencji wykazaty potencjalne produkty



alternatywnych odczytow ($rednio kilkadziesiat procent w danej fazie) ze wzgledu na sktad
aminokwasowy, S$rednia hydrofobowos$ci, polarnosci, punkt izoelektryczny oraz tendencj¢ do
tworzenia struktur drugorzedowych i regionow transbtonowych. Jesli badane sekwencje zostaty
wygenerowane w alternatywnych fazach odczytu, to po przeczytaniu ich w odpowiedniej fazie,
powinny one wykazywaé¢ podobienstwo do ramek je generujacych. Rzeczywiscie udalto si¢ odnalez¢
takie istotne podobienstwa dla ponad 200 tysigcy badanych sekwencji. Wsrdd nich byto prawie 60
tysiecy sekwencji kodujacych bialko, co swiadczy o mozliwosci pozyskania funkcji przez nowo
wygenerowane sekwencje. Dalsze badania wykazaly, ze opisane konserwatywne elementy
funkcjonalne i strukturalne biatek, takie jak domeny czy motywy, sa takze czgsto zaangazowane w
proces generowania. Przeprowadzone analizy pozwolily czg§ciowo wyjasni¢ zagadke ORFandw,
tzw. sierocych ORFow, ktore sa specyficzne dla danego genomu lub co najwyzej blisko
spokrewnionych genomow. Duza czgs$¢ takich ramek hipotetycznych zostala najprawdopodobnie;j
wygenerowana przez geny kodujace biatka w fazach alternatywnych. W pracy przedstawiono
rowniez kilka scenariuszy generowania ramek na konkretnych przyktadach adnotowanych sekwencji
W poszczegolnych genomach.

Wszystkie przeprowadzone badania wskazuja, ze sita generowania zalezy od fazy odczytu sekwencji
generujacej. Nowe ramki najczgéciej sa generowane w fazie czwartej i piatej adnotowanych
ORFow. Ramki odczytane w tych fazach charakteryzowaty si¢ najmniejsza liczba kodonoéw stop,
najwigkszym potencjalem kodowania wyliczonym w programie GeneMark 1 dominowaty pod
wzgledem liczby znalezionych istotnych homologéw. Dodatkowo potencjalne produkty odczytane
w czwartej fazie adnotowanych ORFOw najbardziej przypominaty rzeczywiste sekwencje kodujace
biatko zwtaszcza w tendencji do tworzenia o helis i regionéw transbtonowych oraz w rozktadzie
punktu izoelektrycznego.

Wykazano, ze intensywno$¢ generowania ORFow jest silnie dodatnio skorelowana z globalng
zawarto$cia guaniny i cytozyny w badanych organizmach, a najwigkszymi mozliwosciami
generujacymi charakteryzuja si¢ przedstawiciele grup bakterii: Acidobacteria, o-Proteobacteria,
Deinococcus-Thermus i B-Proteobacteria. Uzyskane wyniki wskazuja, ze stwierdzone mechanizmy
generowania moga dziata¢ na duza skale, a sekwencje (nazwane alterlogami) powstate w wyniku
alternatywnego odczytu innych sekwencji moga tatwo uzyskiwa¢ nowa informacj¢ genetyczna
zapewniajaca szybka ewolucje posiadajacym je organizmom.

Wszystkie otrzymane dane zintegrowano w relacyjnej bazie danych, ktéra moze by¢ dalej
rozbudowywana 1 aktualizowana. Mozna rowniez za jej pomoca przeprowadza¢ dodatkowe analizy:
okresla¢ sposoby zachodzenia poszczegdlnych sekwencji w genomie, identyfikowac btednie
adnotowane ramki, poszukiwa¢ zjawiska fuzji i fizji genowych oraz genéw, miedzy ktérymi doszto

do tzw. parowania translacyjnego.



