Raten und Muster der Evolution von
DNA- und Protein-Sequenzen

* Substitutionsraten und ihre Variabilitdt zwischen Genen |
und innerhalb von Genen :

* Griinde fiir die Variabilitdt von Substitutionsraten

Thomas Hankeln, Institut fir Molekulargenetik SS 2010 Gm"ﬂﬁ&ﬁm
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Bei Nukleotidsequenzen:
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Erst einmal die Daten....
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Wichtige Proteine evolvieren
langsamer!
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Synonyme und nicht-synonyme
Evolutionsraten in Genen
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Die molekulare Evolution
ist sehr langsam!

Anderungen auf Nukleotidebene erfolgen
mit einer Haufigkeit im Bereich von nur
Cpprodetael ]

Die molekulare Evolution
ist sehr langsam, aber...

...die synonyme Nt-Substitutionsrate ist um ein
Mehrfaches hoher als die nicht-svnonyme
Nt-Substitutionsrate:

K,/d, Sduger 0,85+/-0,73 x 102 Subst/Ort x Jahr
Ko/ds Sduger  4,61+/-144 x 109 Subst/Ort x Jahr |




Ein typisches Muster...

Human ATG TCT GGG CGC GGC AAA GGC GGG AAG GGT CTG GGC AAA GGA GGC
Wheat oo XeXoXoXKo,
Human GCT AAC CGC CAC CCC AAA CTT CTC CGC GAC AAC ATT CAGC GGC ATC
Wheat
Human ACC AAG CCC GCC ATC CGA CGC CIG GCA CGG CGT GGA GGC GTT  AAG
e (oYo) ©
Human CGC ATC CTA GGC ATA TAC GAG GAG ACA CGC GGA GTT CTT AAA
foXoJoXo! ©
Human | GTG |TTT TTG GAG AAT GTA ATC CGC GAT GCA GTT ACC TAC ACG GAG
Wheat A C é
Human CAC GCClAAA |CGC AAG ACA GTC ACA GCC ATG GAC GTIG GIT TAC GCG
Wheat CGC
Human CTC AGC CCC CAC CCC CCC ACC CTG TAT GGC TIT CCGC CGC TCA
Wheat
(b)
Human MSGRGKGGKG LGKGGAKRHR KVLRDNIQGI TKPAIRRLAR RGGVKRISGL
Wheat
Human IYEETRGVLEK VFLENVIRDA VTYTEHAKRK TYTAMDVVYA LEKRQGRTLYG
Wheat 1 R
Human FGG courtesy of Dan Graur
Wheat
Number of nucleotide substitutions per site *
° s .0
- Die synonyme
Interieukin 2
= Evolutionsrat
. volurtionsrate
e 1
oteseadoroned - - h
Abymin
mE—— Ist zwischen
Intestine
. ,
Growth hormone
mSEE— Genen
Plasminogen
Termunal transferase’
. taunlich
31.4-galacony! e n
Neurophyun B
ot erstauniic
Insulin-like growth factor 2
T iabel
Ltenang
e — variape
Transtorming growth factor §1
Neuroleuhn
receptor
P -
Oprn -
. e
"“mmm.': » sy.'.a‘h
Aspartate mON. Vo . .
.
I S gt Warum eigentlich?
Ghucose transporter § .o
e (kommt spdter)
Mywin proteoiaped proten —— ;W
g 27 ol (4,) and “ per
wiie for 49 genes trom primates. rodents and ariadscyls combened The data are orpanised
mnh-md-wm&n*.wl—-‘-nml
Compare this 10 the rates of amino acid change shown (n Fig. 7.4, Data from Obaa (1993).
J




Evolutionsraten in nicht-
kodierenden Genombereichen

Rates of nucleotide substitution in 5’ and 3’ untranslated regions and at fourfold degenerate

sites of protein-coding genes, based on comparisons between human and mouse or rat genes.”
5" untranslated 3 untranslated Fourfold degenerate

Gene L Rate L Rate L Rate
ACTH 9 187 = 0.41 97 232049 5 278=0.M
Aldolase A 124 1.08 = 0.26 154 1.73 £ 0.32 195 316 = 048
Apalipoprotein A-IV B3 306 + 0.68 134 1.73: 033 160 338 =05
Apolipoprotein E n 1.27 + 0.69 84 1.70 + 0.42 153 4.00 = 0.60
Na,K-ATPase B s 245 =045 Lz 0.57 = 0.06 118 287 = 0.54
Creatine kinase M 70 1.71 = 0.46 168 1.79 = 0.30 178 281 = 041
a-fetoprotein 47 364 =113 144 279049 25 414 =05
a-globin H 1.56 = (L65 9% 221 = 0.50 81 447 £ 098
-globin 50 1.30 = 0.46 126 2.85 = 0.49 k] 242 = 056
Glyceraldehyde-3 phosphate M 13 =038 121 174036 170 243039

dehydrogencase
Growth hormone 21 1.79 = 0.85 9N 183 = 041 83 32078
Insulin 56 292 = 0.80 53 3.09 = 0.81 62 4.19 = 1.00
Interleukin 1 59 1.09 = 0.38 1L.d6 202 + 0.14 105 2.97 £ 0.60
Lactate dehydrogenase A 95 2.79 = 0.55 470 2482023 152 364 2 060
Metallothionein 11 61 1.88 = 0.52 m 257 = D48 il 237 = 1.0
Parathyroid hormone 2] 1.79 = 043 28 2212030 38 385121
Average 1,96 (0.78) 2,10 (0.61) 3.33 (0.69)
“ Rates are in units of substitutions per site per 10 years
L = number of sites
Average is the arithmetic mean, and values in parentheses are the standard deviations, computed over all genes

Evolutionsraten (Uberblick)
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Kodierende Regionen evolvieren
langsamer als nicht-kodierende

Vorhgrsage

Z. B. Exons vs. Introns innerhalb eines Gens

Kann man das auf Regionen
innerhalb von Proteinen
Gbertragen und so funktionell
wichtige Domdnen erkenen?




Beispiel: Prd-Proinsulin

Xenopus MALWMQCLP-LVLVLLESTPNTEALANQHL
MATWTRLRPLLALLALWPPPPARAKVNQHL

Bos :
P kkkk - * Kk _*k: k- k - H-kkk*k

Xenopus CGSHLVEALYLVCGDRGFFYYPK IEQ

Bos CGSHLVEALYLVCGERGFEFYTP VEG
khkkkkkkkkkkkkkk:kkkkk * tke ok

Xenopus AQVNGPQDNELDG-MQFQPQEYQKMKRGIV|

Bos PQVG---ALELAGGPGAGGLEGPPQKRGIV
LRk, *k * * *kkkk

Xenopus EQCCHSTCSLFQLENYCN

Bos EQCCASVCSLYQLENYCN

courtesy of Dan Graur

kkhkkk k kkk-kkkkkkk

Funktionelle Proteinregionen evolvieren
langsamer als funktionell weniger wichtige

Preproinsulin ‘

Proinsulin |

Signal B chain C peptide A chain

1 | ——
Insulin

1.20x 107 020107 1.07 107

substitutions substitutions substitutions

per site per year per site per year per site per year




Funktionelle Proteinregionen evolvieren
langsamer als funktionell weniger wichtige

Globine:

* aulen: hydrophil

* innen: Hambindung
Ligandenbindung

surface | heme pocket
As-Substitutions- | - globin 135 i g
Raten:

aten B-globin | 273 0.24

Globinevolution:
Korrelation zwischen Austauschrate
und Stdrke der Selektion
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Funktionell sehr

wichtige As-Positionen
f Hiam-Bindung sind (iber mehrere 100

Mio. Jahre konserviert




Der

~Selektionismus™ sagt voraus. ..

» Mutationen sind entweder vorteilhaft oder nachteilig

* Wenn der Anteil vorteilhafter Mutationen hoch i1st,
so 1st auch die Evolutionsrate hoch

 eine Mutation an einem funktionell wichtigen Ort 1st
mit groferer Wahrscheinlichkeit vorteilhaft, als eine |
Mutation an einer nicht-funktionellen Positio

Wichtige Abschnitte sollten schneller
evolvieren als unwichtigel!

D

.neutral theory” sagt voraus...

» Mutationen sind meist entweder nachteilig oder neutral

* Wenn der Anteil nachteiliger Mutationen hoch ist,
so 1st die Evolutionsrate niedrig

* eine Mutation an einem funktionell wichtigen Ort ist
mit groBBerer Wahrscheinlichkeit nachteilig, als eine

Mutation an einer nicht-funktionellen Position

Wichtige Abschnitte sollten langsamer
evolvieren als unwichtige!
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Der selektive Druck auf ein
Gen/Protein kann sich
wdhrend der Evolution dndern

Wie kann man das messen?

» Anderungen der Selektionsbedingungen kann man

durch das Verhaltnis von nichtsynonymer Rate (dn bzw. Ka) zu

synonymer Substitutionsrate (ds bzw. Ks) messen

*dn <<ds = reinigende Selektion, Konservierung
*dn=ds = neutrale Evolution beider Kategorien
*dn>ds = positive Selektion

| A A T A A R L A AL LR I Ly L d L A AR AR IR Ly LR T R T P 1 s R AR AR I

Lit: L. D. Hurst, Trends in Genetics (2002) 3, S486-487

PR L R R R R L R A

Bei HIV steigt d,/d; nach Transfer

lber Speziesgrenzen hinweg an

10
svgum O |

Wiac @

f vz @

1.3

0.7 asi O

©T Hv @

Pathogenicity

. High Recent cross-specles

O Intermediate transmission

O Low
Fig. 7.B Ralio of noii-synonymous (dy) o synonymeus substitutions (d,) for the envelope
protein gpl 20 from dilferem primate im ol ¢ viru pliylogeny presented
is a simplified interpretation of ses (see Chapier 8).

rate of non-synenyne Hiln and a ratio > 1.0 indicates the action

natural selection (see Box 7.1). Data from Shpaer amd Mullins (1993).
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dn/ds und das Schicksal von
Genduplikaten

N

‘ Duplikation

./JJ‘\\. (,

dEE 2 e . S

*Positive” Selekti. Stabilisierends Verlust Inaktivierung
auf AJA;t‘ln v:;-. = Selektion auf durch Mutation
inderung oim Kopie beide Kopilen

—

|(l:;ns -1 ‘txlfr‘ << 1) ‘ *
il ) = .

Dageneration
(oder Reaktivisrung?)

N
W/ | *alkg > 1) |

konzertisrte Evolutiom

(=. B. XS, KA = 0 nach
erfolgter kompletter
Konversion)

Wie hdufig ist ,positive Selektion™?

06\

{') l‘ ;
3 0.4 |
2 049
S 03 ! The frequency of different
g o2 .‘ values of Ka/Ks for 835
0.1 \ l mouse/rat orthologous genes
l-_.____ —

o ol o o ‘0,’-3 )
N U \\
QQQ qu’as’ghqﬁb ) &_‘9

KalKs

TRENDS in Genetics

Die molekulare Evolution ist groftenteils
neutral bzw. negativ selektioniert
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Gene unter ,positiver Selektion™:
Akrosom-Proteine in Spermien

¢ dn/ds = 5 in Genen fiir s
. e cell membrane

Acrosom-Proteine von Muschel- e |

Spermiell centriole

mitechondria

Middle section
» Variabilitit geht mit Speziesbildung {
einher, da Anderungen in Acrosom-
Proteinen zur prizygoten
reproduktiven Isolation fiihren

konnen Tail (Flagellum)

Mammalian sperm
(gamete)

Gene unter ,positiver Selektion™:
Proteine der Samenfliissigkeit

* Spermien-Kompetition * Infektionsschutz

17 von 161 Proteinen

mit dn/ds > 1 Primaten

Drosophila

0.1

nd fall below the diagonal, while several
o/ ds ratios in seminal fluid genes of both

Clark & Swanson 2005, PLOS Biol. 3:e35

{joumnal,
I ——
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Funktionsdanderung

erhoht die Evolutionsrate

Spalax ehrenbergi, Blindmulle

« unterirdisch lebend
¢ blind seit > 25 Mio. Jahren

Funktionsdanderung

erhoht die Evolutionsrate

Table 1. Number of substitutions per site in aA-crystallin
coding regions
Mouse  Rat Hamster  Mole rat  Chicken

OLA-Crystallin in Spalax evolviert
20x schneller als in allen anderen
Nagetieren

* Gen-Leserahmen, Spleifl-Signale und Promoter
sind jedoch intakt > KEIN Pseudogen!!

* o-Crystallin hat offenbar andere Funktion iibernommen
(Chaperon; bindet denaturierte Proteine und verhindert

deren Aggregation)

Mouse 0.000 0.000 0.023 0.084
Rat 0.227 0.000 0.022 0.095
Hamster 0293 034 0.023 0.085
Mole rat 0534 0.403 0.410 0.112
Chicken 1.407 1.327 1.160 0.983

Ka® (upper right part) and K (lower left part) values are the

of ynony and bstitutions per site,

respectively, in the aA coding regions, corrected for multiple events
(23, 24).

oooooooooooooooooooooooooooooooo

ooooooooooooooooooooooo
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Aber Achtung:

Auch ein Funktionsverlust hin zum
Pseudogen erhéht die nicht-
synonyme Evolutionsratel!

...zurlUck ins Labor! Funktionsédnderung oder gar
-verbesserung biochemisch und funktionell
beweisen!

Positive Selektion bei
Mensch vs.Chimpanse

Nielsen et al. 2005, PLOS Biol 32170

« 733 von 8079 Genen mit dn/ds > 1|

— \\
N
\

Immunabwehr
Geruchsrezeptoren

\

Spermatogenese \\

Gene mit maximaler Tumor-Suppression
Expression im Gehirn

sind kaum dabei! Apoptose

15



Positive Selektion bei Mensch vs.Chimpanse:

Ein ,genomic conflict"?

Warum Spermatogenese, Tumor-Suppression und Apoptose???

Vorteilhaft fiir Fortpflanzung: Nachteilig fiir Adulte:
* weniger Apoptose * mehr Krebs

* mehr Zellteilung
= mehr Spermien

Bedingt die Selektion fiir Apoptose-Vermeidung
in der Keimbahn (und bessere Fortpflanzung) die hohe
Krebs-Inzidenz beim Menschen??

Nielsen et al. 2005, PLOS Biol. 32170

Zusammenfassung

* Die molekulare Evolution ist generell langsam

* Wichtige Gene/Proteine evolvieren langsamer!
(reinigende Selektion)

» Funktionelle Regionen evolvieren langsamer als |

nicht-funktionelle Kinuwo's First Low of
Molecuwlawr Evolution

* Funktionsverlust (keine Selektion mehr) und
Funktionsidnderung (positive Selektion) erhhen

die Evolutionsrate

16



Griinde fiir die Variabilitat
von Substitutionsraten

Substitutionsrate =~ Mutationsrate

A. Variation zwischen Abschnitten eines Gens

» Mutationsrate + gleich, d.h. Selektion entscheidend

(funktionelle Konservierung > langsame Evolution)

* dn/ ds >1 1st Hinweis auf “positive Selektion™

Griinde fir die Variabilitat
von Substitutionsraten

Substitutionsrate ~ Mutationsrate
= Probab. (+s.0.-s) |

Fixierung

B. Variation zwischen Genen

« Selektion verantwortlich bei nicht-synonymen Substitutionen

Frage: Warum variiert denn eigentlich die
synonyme Substitutionsrate?

17



Die ,neutral theory“sagt voraus...

...d1e Basenzusammensetzung und der Gebrauch
alternativer Kodons in Genen wird primér durch
Mutationsprozesse, nicht durch Selektion
bestimmt.

Stimmt das so einfach?

.codon usage bias"

Escherichia Saccharo myces
Amino Acid  Codon coli cerevisae
High Low High Low
Leucine uvA 1% 20% 8% 25%
uuG 1% 15% 899, 25%
cUu 2% 12% 0% 12% SVHOH ‘me
CcucC 3% 11% 0% 0% = .‘
cuA 1% 5% 3% 15% Kodons werden
cUG o, 37% 0% 14% e . :
92% 7 ‘ ‘ unterschiedlich
Valine GUU 60% 27% 5204 28% hiufi g
GUC 2% 25% 48% 10%
GUA 28% 16% 0% 30% verwendet
GUG 10% 32% 0% 23%
Isoleucine AUU 16% 46% 42% 43%
AUC 84% 37% 58% 22%
AUA 0% 17% 0% 35%
Phenylalanine  UUU 17% 67% 10% 69%,
uuc 839%; 33% 90% 3%

18
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.|

codon
usage
bias"

Die Menge

an verfiigharen
tRNASs ist
ebenfalls
variabel und
Korreliert mit
den verwendeten
Kodons

.codon usage bias"

Der Gebrauch synonymer Kodons bestimmt |
in_einzelligen Organismen die Effizienz der

Translation und unterliegt daher der

Hier sind synonyme Mutationen also nicht

unbedingt neutral !

19



Starke Kodonprdferenz bedeutet
langsame Evolution

Highly expressed
genes

Strong selection for
translational efficiency

Restricted tRNAs used

Lowly expressed
genes

|

Weak selection for
translational efficiency

More tRNAs used

|

o

| Strong codon bias ’

Weak codon bias ]

!

Low rate of
synonymous substitution
(few neutral mutations)

!

High rate of
synonymous substitution
(many neutral mutations)

Gilt vor allem
fiir einzellige
Organismen!

Fig. 7.11 How gene
expression in some
unicellular organisms
determines the extent of
codon bias and the rate of
synonymous substitution.

Starke Kodonprdferenz bedeutet
langsame Evolution

and Li (1989).

1.50 —
- schwach exprimiert
Adh
G fg <
1.25 Xdh pgp
OChs15
it OChs19
< 075 i stiirker exprimiert
o ®Adh
Hsp82 /
0.50 ——  ORpa
0.25
0
0 025 0.5 075 1
chil

Fig. 7.12 Relationship between the number of silent substitutions per site (dg) and
synonymous codon bias (chifL) in 10 Drosophila genes. Each point represents the
comparison of one gene from the D. melanogaster species group (usually D. melarogaster)
with one from the D. obscura species group (usually D. pseudoobscura). ChirL represents a x?
for deviation from equal use of synonymous codons, divided by gene length (L), averaged
for each species pair. Adh and Adir are highlighted by closed circles. Adapted from Sharp

... aber auch bei
Drosophila!

20



Kodonprdferenz in Sdugern

Table 10. Codon usage in four species.”

Saccha ita =
Exchoichia col cowslae . _mokanagastr Human
Amino acid Codon High Low High Low High Low G+C A+T
Leu UUA 0.06 124 0.49 149 0.03 0.62 0.05 0.9
uuG 0.07 0.87 534 1.48 0.69 1.05 0.31 101
cuu 0.13 0.72 0.02 0.73 0.25 0.80 0.20 1.26

cuc 017 0.65 0.00 0.51 0.72 0.90 142 0.80
cua 0.04 031 0.15 0.95 0.06 0.60 0.15 0.57
CuG 5.5¢4 220 0.02 0.84 4.25 204 3.88 1.38

Val GUU 241 1.09 207 113 0.56 0.74 0.09 1.32
Guc 0.08 0.99 191 0.76 1.59 0.93 103 0.69
GUA 112 0.63 0.00 118 0.06 0.53 011 0.80
GUG 0.40 129 0.02 093 179 1.80 278 L19
lle AUU 0.48 1.38 1.26 1.29 0.74 1.27 0.45 1.60
AUC 2.51 112 1.74 0.66 2.26 0.95 245 0.76
AUA 0.01 0.50 0.00 1.05 0.00 0.78 0.12 0.64
Phe uuu 0.34 133 0.19 138 0.12 0.86 0.27 1.20
uuc 1.66 0.67 1.81 0.62 1.88 114 173 0.80
Met AUG 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

From Sharp et al. (1988)

“ For each group of synonymous codons, the sum of the relative frequencies equals the number of codons in the
group. For example, there are six codons for leucine, and so the sum of the relative frequencies for these six
codons should be 6. Under equal usage, the relative frequencies for each codon in a group should be 1, and 5o the
degree of deviation from one indicates the de of bias in usage. “High” and “low” denote genes with high and
low levels of expression. For humans, “G + C" means high-GC regions, and "A + T" means high-AT regions.

Kodonprdferenz in Sdugern

Nicht der tRNA-Pool und die Translationseffizienz
bestimmen in Siugern die Kodon-Priiferenz,

sondern der AT/GC-Gehalt der Umgebung (,,Genomkontext*)!! |

e B e B e e e B e B e e B

Frage: Ist der AT/GC-Gehalt durch Mutation
oder durch Selektion entstanden?
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Das Genom warmbliitiger Verte-
braten hat ,Isochoren™ (ernardi 1985

ISOCHORES >300 Kb
4] H2 L Hl L2 H3

[E— B S—— |
Degradation during l DNA preparation
DNA fragments (ca. 100 Kb)
OOOEImEOO0EECOoOoOCm.

u L-H2 H2 L m 2 L-H3 H3

GC range 30-80%

Relative amounts, %

Fig. 1. (Top) Scheme of the isochore organization of the human genome.
This genome, which is typical of the genome of most mammals, is a mosaic
of large DNA segments, the isochores, which are compositionally fairly
homogencous and can be partitioned into a small number of familics, “light'
or GC-poor (L1 and L2), and ‘heavy" or GC-rich (HI, H2 and H3),
Isochores are degraded during DNA preparation to fragments of S0-100
kb in size. The GC range of these DNA molecales from the human genome
is extremely broad, ic. 30-60%. (From Bemardi (1995).) (Bottom) The
CsCl profile of human DNA is resolved into its major DNA components,
namely DNA fragments derived from each one of the isochore fumilies (L1,
1.2, H1, H2, H3). Modal GC levels of isochore families are indicated on the
abscissa (broken vertical lines). The relative amounts of major DNA
components are indicated. Satellite DNAs are not represented. (From
Zoubak et al. (1996).)

e

Isochoren

| GC:4005% |
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Isochoren und
Chromosomen-Morphologie

Table 7.2 The properties of isochores in vertebrates. Adapted from Holmquist and Filipski

(1994), with permission.

G + C-rich isochores

A + T-rich isochores

Correlate with reverse Giemsa bands (R
bands) on chromosomes

Early replicating

High density of genes, including both
" housekeeping and tissue-specific

SINEs present

CpG islands in genes

High G + C content at third codon position

Correlate with Giemsa bands (G bands)
on chromosomes
Late replicating
Low [requency of genes, only tissue-specilic

LINES present

No CpG islands
High A + T content at third codon position

High [requency of retroviral sequences
High frequency of chiasmata

Low [requency of retroviral sequences
Low [requency of chiasmata

More details about the evolution of genome organisation are given in Chapter 3.

Isochoren und codon usage

Isochoren bestimmen AT/GC-Gehalt an synonymen
Kodonpositionen und damit die ,codon usage™

(a) Human B-globin complex (b) Human a-globin complex
100 - [ | |
| 1]
a2 |
g ‘/‘ [ |/ ! |
ER UL /N
P AN s e o o B
8 i
. € Cy "y 5 B 4 L UL (o2 al  al
1 - - e - i =2 v | | o L b
0 20 40 60 02 0 10

Position (kb)

Figure 8. Distribution of GC content along human globin DNA sequences: (a) The
B-globin gene cluster; (b) the a-globin gene cluster (incomplete). The genes (bars)
are arranged in the same order as in Figure 7 of Chapter 6. The gene names are
shown at the bottom of the figure; region i is the intergenic region between { and
W. In the B-globin cluster and the region covering the «l- and a2-globin genes
each point represents the average of the GC composition of the 2,001 nucleotides
surrounding the point, while in the other regions each point represents the average
of 1,401 nucleotides. The horizontal broken line represents the overall GC content
of the human genome (40%). Modified from Ikemura and Aota (1988).
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?

Sind Isochoren nur durch Mutationspriferenzen
entstanden, oder unterliegen sie der Selektion???

Eyre-Walker and Hurst, Nature Rev. Genet. 2001, 2: pp.549

Ein 6C-reicher Genomkontext
korreliert mit einer erhéhten
synonymen Substitutionsrate

0 T - - T T ;
026 035 045 055 065 075 0&s5 0985

GC4

Fig. 1. The relationship between GC4 and Ks for 419 sutosomal genes in
the mouse-rat compari Ks is here calculated using the method of Yang

and Nielsen (2000). The linear regression and quadratic best fit curve are
both shown.

Sind die Mutationen
von C"pG > Tp6

in GC-reichen
Bereichen
verantwortlich?

ca. Faktor 2 Unterschied in dS-rate
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Grinde fir die Variabilitdt der
synonymen Substitutionsrate

1. Fitness-Unterschiede synonymer Kodons (Selektion)

2. Genomkontext bestimmt Mutationsrate und -richtung
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