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Boliim I: Atasal gen olusturma



Genealogical Tree of Humanity.
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Filogeni Agaclari
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Filogeni Agaclarinin Evrimi

EUKARYOTES
Animals Fungi Plants

4 i W % |
J/
BACTERIA ARCHAEA T
Other bacteria Cyanobacteria Crenarchaeota Euryarchaeota ¢ ),‘ e
' . Proteobacteria .« . A ! ;

.' \ 7\
| % 4
' ceria that gave rise to chloroplasts / : ‘ |
., 7 . ,_ |
| { ‘ ‘ Other single-
| 3 cell eukaryotes
rk gacteriathatgave tise to mitochondria — >
a
e

HyperthegaOphilic
ba [eria

Hla

Yatay gen transferi

Dolittle WF
(2000) Uprooting the t

JANA BRENNING



Filogeni Agaclarinin Evrimi
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Onemli noktalar:

Yatay gen transferi
Gen / genom boyutunda azalma / coga

Her gen farkli bir agac topolojisine sahi
olabilir (Koonin NIH / KITP)

Son ortak ata (ailesi?) (LUCA):

Last Universal Common Ancestor
(Ozellikleri?)
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Universal (Dlinyanin) Hayat Agaci
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Common Ancestor

Mesofilik=20-40 °C  Thermofilik=45-75 °C Hyperthermofilik>80 °C

Hipotez Last Universal Common Ancestor (LUCA) hidrotermal
bacada yasayan bir hipertermofili (>80 °C) idi



Termofilik son ortak ata? (okumalar)

Brochier & Philippe 2002 Nature

Forterre 1996 Cell 85, 789-792

Galtier N, Tourasse N, Gouy M 1999 Science, 283

Di Giulio 2000 Gene, 281, 11-17

Xu & Glansdorff 2002 Comp Biochem Phys A, 677-688



Atasal Genleri Canlandirma



* Molekuler filogeni (gecmis = bugun)
Protein uzerindeki evrimsel kisitlamalar?
* ASR (bugun = gecmis)



Atasal Genleri Canlandirma
Uygulamali Filogeni
Neden?

o Protein ve nukleotid diziliminin evrimi

* DNA, amino asit dizilimlerin proteinin yapisina (ve
islevine etkileri)

* Protein islevinin zaman icindeki degisimlerini
gdzlemleme imkani
o Antik cevre sartlari hakkinda bilgi
* Antik proteinlerin fiziko/biyokimyasal 6zellikleri
* Paleo-kosullar hakkinda hipotezler
* Hayatin baslangici



Atasal Genleri Canlandirma
Tarihge

* Pauling, L. and Zuckerkand], E.
(1963) Chemical Paleogenetics |
‘molecular restoration’ studies of |
extinct forms of life.

Acta Chem. Scand. 17, S9-S16

e Paleogenetik & DNA bazli
molekuler dil bilimciligi?



GECMISI GUNUMUZDEN YOLA CIKARAK TEKRAR OLUSTURMAK
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Atasal Genleri Canlandirma
Tarihce

* Kuram & Modelleme & Sentetik biyoloji

Atasal gen canlandirma Uzerine ilk 6rnek:

Stackhouse, J., et al. (1990),
'The ribonuclease from an extinct bovid
ruminant', FEBS Lett, 262 (1), 104-6.

(laboratuarda sentezlenen ilk atasal protein)

Nasil? Steve Benner



Human CDGCKSFFKRAVEGACMLLILKCKCLIICHHSRRWKTKHCIQGDACEHSKFFKENRAVEMMEVAGEKL....
Mouse CDGCKTFFKRAVEGACMLLILKCKCLIICHHSRRYKTCHCIQGRACEHSKFFKENRAVEMMEVAGEKL...

Chick CDGCKAFFKKAVEGACMLLILKCKCLIICHHARRYKTCHCVQGRACEKSKFFKENRAVEMMEVAGEKL...

Vertebrate Frog CEGCKAFFKKSVEGACMLLILKCKCLIICHHARRYKTCHCIQGRACEKTDFFKENRAVEMMEVAGEKL...
ancestor Zebrafish CEGCKSFFKKSVDGACMLLILKCKCLIICHHARRYKTCHCIQGRACEKTKFFRENRAVEMMEVAGEKL...
(>400 mya) Shark CEGCKSFFKKSVDPACMLLILKCKCLIICHHARRYKTCHCIQGRACEKTKFFKDNRSVEMMEVAGEKL...

Lamprey CEGCKSFFKKSMDPACMLLILKCKCLIICHHARRYKTCHCIQGRACEKTKFFKDNRALEMMEVAGEKL...
Lancelet CEGCKSFLKKSMDPACMLLILKCKCLIICHHTRRYKTCHCIQGRACEKTKFFKDNRAVEMMDVAGEKL...
Urchin CDGCKSFLKHTMDPACMFLILKCRCLIVCHHTRRYKTCHCIQGRSCEKTKFFKDNRAVEMMEVAGEKL....

1) Her gen/protein icin bir filogeni agaci olusturma
e Hem DNA hem amino asit kullanilabilir
 (Filogeni agaclari yapimiicin bkz. Bilgin ders

notlar)




Ancestral sequence
CEGCKSFFKKSMDPACMLLILKCKCLI ICHHARRYKTCHCIQGRACEKTKFFKDNRAVEMMEVAGEKL

2) Evrimsel modeller / Istatistik
yontemleri kullanarak ortak

ataya ulasma
« iki baslica ydbntem: Maximum
Likelihood & Parsimony




3) Tahmin edilen dizilerin laboratuarda

sentezlenmesi
 PCR (yada bazi biyoteknoloji sirketleri)

Thornton, J. W. Nat. Rev. 2004



4) Antik proteinin klonlanmasi
& saflastirilmasi gibi
molekuler biyoloji
deneyleri




5) Antik proteinin biyokimyasal/
fiziksel analizi
* [n-vitro
* In-vivo (Kacar & Gaucher)

242.721
000000




Neler 6grendik?
Hayatin gegmisteki ve glinumuzdeki evrimsel kosullari

Antik termofili hayat lizerine 6rnekler

*Kinaz enzimleri (Akanuma 2013, PNAS)

*Reduktif enzimler (Perez-Jimenez, 2012, NSB) (pH ve Sicaklik)
*Elongasyon faktorleri (Gaucher 2003/8, Nature)
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Muhtemel Problemler
Atasal genotip ne kadar dogru? (Atasal genotipi bulmak
mumkin mua?)

AAAAS AAASA AASAA ASAAA SAAAA
Site 1: Site 2: Site 3: Site 4: Site 5:
A: 80% A: 80% A: 80% A: 80% A: 80%
S: 20% S: 20% S: 20% S: 20% S: 20%
Most-Probabilistic Ancestral Sequence: AAAAA

Weighted random-sample Posterior Distribution: 2 (AAASA & ASAAA)



Elongasyon Faktoru (EF Tu):
Nature, 2003 & 2008
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PostProb =%.96.64 muhtemel

140 sites average
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Most-probabilistic ancestral sequence (MPAS)
PostProb =%97.62 en muhtemel

sites average



MPAS vs. WRS

 Richard Goldstein and David Pollock:

MPAS ancestral sequence can be biased
towards thermostability but that weighted-
random samples from the posterior
distribution can circumvent such bias)



Elongation Factor — Tu
Nature, 2003 & 2008
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Muhtemel Problemler / Kisitlamalar
Atasal genotip ne kadar dogru? (Atasal genotipi bulmak
mumkin mua?)

* En yaygin kullanilan yontem Maximum
Likelihood (PALM Modelleme)

* Zhao makalesi Maximum Likelihood ve
Parsimony yontemleri glvenirligini kiyasliyor



Filogeni analizlerine ne kadar guvenebiliriz?
Filogeni simulasyonlari:

ATCG
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Filogeni analizlerine ne kadar guvenebiliriz?
Filogeni simulasyonlari:
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Filogeni analizlerine ne kadar guvenebiliriz?
Filogeni simulasyonlari:

TGCC _ - TTGG _
| |

TTCC TTCG
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Filogeni analizlerine ne kadar guvenebiliriz?
Filogeni simulasyonlari:

A B C D
CGGC TCCC  TAGA TTGA
TG(IDC _ L TT(‘BG |
TTCC TTCG
| TTCG |

ATCG



Filogeni analizlerine ne kadar guvenebiliriz?
Filogeni simulasyonlari:

Tip sekanslari
(simulasyon sonucu inferred agac tipi ile uyumlu mu?)

A B C D
CGGC TCCC TAGA TTG

— | |
TGCC — L TTGG |
| |
TTCC TTCG
| TTCG |

ATCG



Filogeni analizlerine ne kadar guvenebiliriz?
Filogeni simulasyonlari:

A B C D
CGGC TCCC) (TAGA TTGA
TGCC———| L——TTGG———I
| l
| |

TTCC TTCG

| TTCG |

ATCG



Filogeni analizlerine ne kadar guvenebiliriz?
Filogeni simulasyonlari?

Deneysel ¢6zum:
Laboratuarda deneysel olarak filogeni olusturup simulasyon ile karsilastirma



Filogeni analizlerine ne kadar guvenebiliriz?
Filogeni simulasyonlari?

Deneysel ¢6zim:
Laboratuarda deneysel olarak filogeni olusturup simulasyon ile karsilastirma

T7 faj’a ait deneysel filogeni
(Hillis & Bull 1992)




Experimental Phylogenetics: Generation of a  (Ngj (o) g (& &
Known Phylogeny

Davip M. HivLLis, JAMES J. BuLL, MARY E. WHITE,
MARTY R. BADGETT, IAN ]J. MOLINEUX
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Modern gen Canlandirilan Ata Atanin yaklasik yasi | ML yada MP?
Ribonukleaz Bufaloya ait ortolog | 5-10 milyon MP
Retrotranspozon Fareye ait paralog | Bir kac milyon (tam | Konsensis
yas belirtiimemis)

Proteaz Memelilerin atasi 80 milyon MP

RNAaz Primatlarin atasi 31 milyon MP

Hormon reseptorleri | Protostom atasi 1000 milyon ML
Elongasyon Faktérleri | Obakteri atasi 3600 milyon ML

Rodopsin 240 milyon ML

ML Maximum Likelihood
MP Maximum Parsimony




Muhtemel Problemler / Kisitlamalar
Atasal genotip ne kadar dogru? (Atasal genotipi bulmak
mumkin mua?)

Diger sorunlar:
* ‘Molekuler clock’ problemi: Hedges topolojisi

e Evrimsel substitution rate constant kabul edilmesi &
sadece simulasyonlar ile dizilimi test etmek ne kadar

gercekci
* Deneysel yontemlerle bu simulasyonlar ve evrimsel
modeller test edilmeli

* Her protein canlandirilabilir mi? (functional
divergence — adaptive protein olmasi onemli)



Elongasyon Faktoru (EF Tu):
Nature, 2003 & 2008

*Yasadigl organizmaya birebir
adaptasyon sagliyor

*Fenotipik 6zelligi (Tm) tasiyici
organizmaya gore degisiyor
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Antik termofilik hayat lizerine 6rnekler

Thioreduktaz enzim grubu
Nature Struct & Mol Bio,
2009 & 2011

>200 dizilim
>3 ana grup dahil edilmis
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Beta-laktam enzimi {E
JACS, 2013 U —
—
PNCA A osr ﬁ
[ ENCA [
|
| GPBCA
GNCA

Actinobacteria Firmicutes

o
S

Proteobacteria

b 71 o o mah%

CFB Group

Antik termofilik hayat lizerine érnekler

75 sekans

ENCA=Enterobakteri
GPBCA=Gamma Proteobakteri
GNCA=Gram Negatif
PNCA=Gram +/-

..bakterilerinin son ortak atasi
canlandiriimis



Proteinin yapisinin bozulma sicakhgi (C°)
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Antik hava sartlar:
Sicak ve Asidik
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Neler 6grendik?
Hayatin gegmisteki ve glinumuzdeki evrimsel kosullari

* Kompleks hayatin evrimi (Finnigan 2012, Nature)
* In-vitro molekuler evrim (Ugande 2004, Science)
* Alkol dehidrojenaz enziminin gecmisi (Thomson 2005, Nature)

* Antik metabolizmalar (Voordeckers 2012, PLoS)




Neler 6grendik?
Hayatin gegmisteki ve glinumuzdeki evrimsel kosullari

o Antik hormon reseptorleri
* Aralarinda 200 milyon yil yas farki olan iki hormon
reseptoru canlandiriliyor
* Amino asit farklari belirleniyor

o Amino asitleri degistirerek fonksiyonel 6zelliklere yon
verebilir miyiz?
*Genc olan protein eskisine dontusemiyor (epistatik
etkilesim)

o Evrimsel yonelimler tek yonli ma?
*(one way ticket to the functional specificity?)



Boliim Il: Deneysel Evrim



Deneysel Evrim
(Baslica 6rnekler)

Lenski uzun-vadeli evrim deneyi (tarihce ve amaclar)

Bakteri bliylime ortami ve fitness {seciim-degeri yeti) hesaplamalari
Faydali mutasyonlari belirleme

Mutasyon secilim degerleri (degiskenler)

Contingency

e wN e



Deneysel Evrim
(Seri transfer) - (Rekabet)

/\

V) Grow 1oo Grow 1:100 Grow 1:100 ™
24 hours dilution/ \ 24 hOUI’S dilution/ \24 hours/ \ dilution Y Repeat
Tek bir Repeat

E.Koli klonisi ile Repeat
Eurim basliyor h.27) (227) 22D @27

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6
Ancgstral Evolved
I ‘
Degiskenler: y,
y/
/
Buyume ortami (minimal, zengin vs.) -l

Sicaklik & basinc

Oksijen miktari

Nature Reviews | Genetics
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Mutations found by sequencing genomes sampled between
2,000 and 20,000 generations from an evolution experiment with E. coli.

hsdM nadR mokC/nhaC::1S150
g!S1:18150

fimA::1S186
pen :
iR \\ / / araJ insL-2/lon (-1 bp)
(-1 bp) pfiC / / ,insL-2/lon
\ Vel \/ybaL(pr)
/

' /AmpC-ECB_00513 (-8,224 bp)
/" mroA gitl aoc

.
.

hslU

(-6,934 bp) kup-yieO T~
(+1 bp) kup/insJ-5 S . //
(+1 bp) gimU/atpC X\ _ . ECB_00736/ECB_00737
:1S186
spoT. -
gbE, ™ ___ ybiNipotF
malT . - '/pﬂB::ls150
nirC\ - ~ ompF/asnS
rpsM \— =
P~ - © ____dham
« —— narllychK
. >~ topA

yhdGlfis ——

(-16 bp) gitB 7
arcB / / .
infB /
tdcR/yhaB
ebgR

~
s N xasA:IS150

/ .< DPykF
. \ pykF::1IS150
\ ynjl::1S150

7

yghJ

kpsD::1S150 // T —

hypF . '
(-1y€p) nrdE | \\ yedWiyedX
maeB/talA | manB-cpsG (-23,293 bp)

nupClyteA:1S186  insB-15 Y9!

Clone sequenced from generation... Evolved mutations...  » Off line of descent to 40K clone

[l Protein coding [l Deletion [l IS insertion

O2k Esk 1ok W15k M 20K SNP [l Intergenic [l Insertion [ Inversion

JE Barrick et al. Nature 000, 1-5 (2009) doi:10.1038/nature08480

nature



Rates of genomic evolution and fitness improvement.
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20,000. Nesil koloni genomu

Gene or region Fitness effect (%) Significance Source

topA o Ref. 32

pykF- e D.S., R.E.L., unpublished

spoT e Ref. 31

nadr* e D.S., R.E.L., unpublished

glmU promoter e M. Stanek, T. Cooper, R.E.L., unpublished
fis e Ref. 32

rbs operon® e Ref. 43

malT X Ref. 44

ompF: i D.S., R.E.L., unpublished




20,000. Nesil koloni genomu

Gene or region Function Parallel mutations (%) | Source

nadR Transcriptional regulator 100 Ref. 42

pykF Pyruvate kinase 100 Ref. 42

rbs operon Ribose catabolism 100 Ref. 43

malT Transcriptional regulator 64 Ref. 44

spoT Stringent response regulator 64 Ref. 31

mrdA Cell-wall biosynthesis 45 Ref. 42

infB Translation initiation factor 2 45~ This study

fis Nucleoid-associated protein 27 E. Crozat, D.S., unpublished
topA DNA topoisomerase I 27 E. Crozat, D.S., unpublished
pcnB Poly(A) polymerase 27 This study

ompF Outer-membrane porin 18~ This study

rpsD 30S ribosomal protein 18* This study

rpsM 30S ribosomal protein 0 This study

glmU promoter | Cell-wall biosynthesis 0 M. Stanek, R.E.L., unpublished

*In addition to populations with substitutions, one or more others were polymorphic.




