Podstawy ewolucji molekularnej

Ewolucja sekwencji DNA | biatek



Plerwsza synteza

- Ewolucja jako zmiany czestosci alleli w populaci
+ Mutacje jako zrodto nowych alleli
- Dobor | dryf wptywajg na utrwalanie sie lub zanikanie alleli

- Rownowaga miedzy dryfem a doborem zalezy od Ne, szczegdlnie przy
matych wartosciach s



Druga synteza - ewolucja molekularna

- Ewolucja jako zmiany sekwencji DNA | biatek
- Mechanizmy ewolucji molekularnej
+ zrodta zmiennosci - mutacje | rearanzacje DNA
+ mechanizmy ksztattujgce zmiennosc¢ - dobor i dryf

- Poczatki - lata 60. 1 70. XX w. (sekwencjonowanie DNA - 1977, wczesnie
sekwencje peptydowe)



Zmiany genetyczne w ewolucj

- Mutacje
- tworza nowe allele gendw

Rearanzacje, Inwersje
+ Zmieniajg ukfad gendw na chromosomach
- moga uniemozliwi¢ rekombinacje na danym odcinku i doprowadziC do utrwalenia haplotypu

Duplikacje

+dotyczag fragmentow DNA, w tym catych genow
- lub catych chromosomow | catych genomow
- gldwne zrodto innowacji ewolucyjne;
- Transfer horyzontalny
W tym zdarzenia symbiotyczne



Mutacje

+  Podstawienia (substytucje)
- Niewielkie delecje | insercje (indele)

- niewielkie tzn. wptywajace na sekwencje 1-2 gendw



Substytucie

- Tranzycje zachodzg w naturze czesciej od
transwersiji

- mimo tego, ze mozliwych transwersiji jest

wiecej Purines Pyrimidines

A( )C

- stosunek ts/tv od ~2 (hDNA) do ~15
(MtDNA cztowieka)

- wyjatek — mtDNA roslin E ) Transitions

+duze roznice ts/tv u roznych grup
organizmow

. » Transversions

G < > T

Figure 5-4 Evolutionary Analysis, 4/e
© 2007 Pearson Prentice Hall, Inc.




Tranzycje | transwersje

- Dlaczego tranzycje sg czestsze?

- Wyjasnienia selekcyjne (tranzycje rzadzie] zmieniajg aminokwas | czescie] sg
neutralne)

- Ale:

+ tranzycje sg czestsze tez w genach rRNA, pseudogenach | obszarach
niekodujgcych



Tranzycje | transwersje

+ Dlaczego tranzycje sg czestsze”
- Wyjasnienia mechanistyczne — mechanizmy powstawania i naprawy mutaci
+Tranzycje powstajg w wyniku czestych procesow, m. in.:
+ przejs¢ tautomerycznych
- deaminaciji (np. oksydacyjnej)
+Tranzycje w mniejszym stopniu zaburzajg strukture podwadjnej helisy podczas replikaci

+ mnigjsza wydajnos¢ naprawy przez system MMR



Modele ewolucji sekwencil

+  Badajgc ewolucje nie dysponujemy z reguty sekwencjg przodka

- Liczlbe mutacji musimy oszacowac na podstawie roznic miedzy sekwencjami
wspotczesnymi

+ Konleczne jest uwzglednienie wielokrotnych mutacji w te] samej pozycji,
zwtaszcza dla bardzie] odlegtych sekwencj



Problem obliczania odlegtosci
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Modele ewolucji sekwencil

- Modele Markova — stan w pokoleniu n +1 zalezy tylko od stanu w pokoleniu n | regut
przeksztatcenia (macierz prawdopodobienstw zmiany standw)

- Modele o roznym stopniu skomplikowania

- Mogag uwzgledniac:

+ mutacje wielokrotne w te] samej pozycii (poprawka Poissona)
+ rOzne prawdopodobienstwa zmian nukleotydowych (lub biatkowych)
+ rOzne prawdopodobienstwo mutacji w réznych pozycjach sekwenci

+ rOzne czestosci nukleotydow



Modele ewolucji DNA — model Jukesa-Cantora
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FIGURE 3.1 One-parameter model of nucleotide substitution. The rate of substitu-

tion in each direction is 0.
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Inne modele

- Kimura (K80, dwuparametrowy) - rozne prawdopodobienstwo tranzycii |
transwergji

- Felsenstein (F81), Hasegawa-Kishino-Yano (HKY85) - rozne czestosc
nukleotydow (F81) + rozne prawd. tranzycji | transwersji (HKY85)

- GTR (General Time Reversible, Tavare ‘806)



Model GTR

+ Rozne prawdopodobienstwo kazde] substytucji (ale symetrycznie, czyli np.
A—T =T—A) - 6 parametrow

-+ Rdozne czestosci nukleotyddw - 4 parametry



Rozkiad gamma

+ Proste modele zaktadajg jednakowe
prawdopodobienstwo zmiany w kazdej
pozycji - nierealistyczne

- Rozktad prawdopodobienstw zmian w
roznych pozycjach — rozktad gamma

Proportion of sites f(r)

1.5
Substitution rate [v)

2.5

30



Ewolucja sekwencji aminokwasowych

+ Trudno stworzy¢ model analityczny
7tozonos¢c kodu

aminokwasy o roznych witasciwosciach - konieczna miara niepodobienstwa

Stosuje sie empirycznie uzyskiwane macierze prawdopodobienstwa zmiany
danego aminokwasu w inny



Tempo zmian sekwencji biatka

PAM - utrwalone mutacje punktowe/100 pozycii (od |

(Granica istotnosci

Roznice sekwenc
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|stotnosC podobienstwa a dtugos¢c sekwenci
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http://biosiva.50welbs.org/alignment.htm



Porownywanie biatek -
macierze

-+ Macierze Dayhoff (PAM)

- Na podstawie globalnych porownan
sekwenciji roznigcych sie o 1PAM
ustalono prawdopodobienstwo zmiany
kazdego aminokwasu w inny = macierz
PAM-1
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Margaret O. Dayhoff (1925-1983)




Porownywanie biatek -
macierze

- Macierze BLOSUM

- Na podstawie prawdopodobienstwa
zmiany kazdego aminokwasu w inny w
bloku lokalnego przyrownania sekwencii
0 n% identycznych aminokwasow
(BLOSUMG2 - 62% identycznych aa itp.)
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Mutacje | dobor naturalny

- Efekty mutacji obserwujemy posrednio
+ roznice sekwencji miedzy populacjami (gatunkami)
- polimorfizm sekwencji w obrebie populacii
- Na allele wytworzone przez mutacje moze dziataC dobor

+ /Za zmiany czestosci powstajgcych alleli moze odpowiadac dryf genetyczny

+ Obserwujemy mutacje utrwalone catkowicie lub czesciowo (polimorfizmy) w puli genowej




Podstawowe pytanie: dryf czy dobor?

- Jaka jest rola dryfu | doboru w wyjasnieniu obserwowanego zroznicowania
sekwencii’?

+ wewnatrzpopulacyjnego (polimorfizmy)

+  miedzygatunkowego

- Pytanie dotyczy zréznicowania ilosciowego!

- Nikt nie podaje w watpliwosc tego, ze adaptacje w ewolucji powstaja dzieki
dziataniu doboru!



Dobor czy dryt?

- Selekcjonizm
+ wiekszosc obserwowanych (utrwalonych) mutacji zostata wyselekcjonowana przed dobor
+ wiekszosc polimorfizmow jest utrzymywana przez dobor
+ dobdr rownowazacy, naddominacja, dobdr zalezny od czestosci
- Neutralizm (Kimura, 1968)
+ wiekszoSC obserwowanych (utrwalonych) mutacji zostata utrwalona przez dryf
+ za wiekszos¢ polimorfizmow odpowiada dryf

 mutacje utrwalane przez dobor sg rzadkie, nie majg wptywu na ilosciowa analize zmiennosci
molekularne




Mutacje 1 dobor

- niekorzystne (szkodliwe)

+ s<0

- eliminowane przez dobor (oczyszczajacy/negatywny)
+ neutralne

- s~ 0 (a konkretnig], s < 1/4Ne)

+utrwalane przez dryf
+ korzystne

+ >0

- utrwalane przez dobdr (z udziatem dryfu dla niewielkich s)



Selekcjonizm | neutralizm

- Selekcjonizm:

- wiekszosC mutacii jest niekorzystna lub korzystna

+ wiekszosc utrwalonych mutacji jest korzystna

+ mutacje neutralne sg rzadkie (nie czestsze od korzystnych)

- dobor jest gtbwnym mechanizmem ksztattujgcym zmiennos¢ sekwencii
- Neutralizm

- wiekszos¢ mutacii jest niekorzystna lub neutralna

+ wiekszoscC utrwalonych mutacii jest neutralna

- dryf jest gtownym mechanizmmem ksztattujgcym zmiennos¢ sekwencii

+ mutacje korzystne sg rzadkie (znacznie rzadsze od neutralnych)



Selekcjonizm | neutralizm

(a) Frequency (b) Frequency (c)
of mutation of mutation

i Selecﬁonoooefficlent T Selection goefﬁclent t Selecﬂon(zoefficiem ’
selekcjonizm neutralizm pan-neutralizm

Neutralizm nie oznacza pan-neutralizmu, czyli negowania znaczenia selekcyjnego
mutaci!



Przestanki teoril neutralnej

- Tempo zmian sekwencji | polimorfizm sg zbyt duze, by daty sie wyjasnic
samym doborem

- State tempo ewolucji molekularne] (zegar molekularny)

-+ Sekwencje 0 mniejszym znaczeniu funkcjonalnym (pseudogeny, mnigj istotne
obszary biatek) ewoluujg szybciej, niz obszary kluczowe dla funkcj



lempo zmian

- Pojecie obcigzenia genetycznego — spadek sredniego dostosowania populaci
na skutek dziatania doboru

- Im silnig] selekcjonowany nowy, korzystny allel, tym wiekszy koszt u osobnikow
go pozbawionych

- Sllna selekcja to duzy koszt dla populacii - spada srednie dostosowanie
(fitness) populacii

- Haldane (1957) szacowat maksymalne tempo ewolucji rzedu 1 mutacja na 300
pokolen



lempo zmian

Rzeczywiste tempo zmian jest wyzsze niz oszacowane przez Haldane'a
- Ale...
- Obliczenia Haldane’a i Kimury oparte byty na zatozeniu tzw. twardego doboru

- twardy dobor— zwiekszona Smiertelnos¢ stabiej przystosowanych
osobnikow, ponad typowa (“ekologiczng”) smiertelnosc w populaci

+ miekki dobor— dziata w ramach state] (“ekologicznej”) Smiertelnosci,

+Tylko dobdr twardy znaczgco ogranicza tempo mutacj



Dobor twardy | miekki

(a)

No selection Soft selection Soft and hard
selection
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Saccheri, Hanski, Trends in Ecology & Evolution,
21:341-347 (20006)
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lempo zmian

- Obliczenia Haldane’a | Kimury oparte byty na zatozeniu tzw. twardego doboru

- twardy dobor— zwiekszona smiertelnosc¢ stabiej przystosowanych osobnikow,
ponad typowa (“ekologiczng”) smiertelnosSC w populaci

- miekki dobor— dziata w ramach statej (“ekologicznej”) smiertelnosci,

+Tylko dobor twardy znaczgco ogranicza tempo mutacii

Dobdr rownowazacy moze utrzymywac zroznicowanie | zwiekszac tempo
utrwalania mutaci



State tempo ewolucji molekularne

Wiele sekwencji ewoluuje w statym tempie

Tempo to jest rozne dla roznych sekwenciji, ale state w czasie ewolucji dla dane] sekwencii
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O B . .
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Roznice sekwencji globin
Kregowcow

Tzw. zegar molekularny



lempo ewoluc]i | dryf

- Neutralny dryf jest procesem losowym, ale jego tempo bedzie state w
odpowiednio dtugim czasie

- Zalezy tylko od czestosci mutacji (jedna zmiana na 1/u pokolen)

1
2N U - =
g 2N

+ Dla doboru state tempo zmian oznacza state tempo zmian srodowiska

-+ Tempo zmian adaptacyjnych (dobor) nie jest state



Zegar molekularny

- Jest konsekwencjg neutralnego modelu ewoluci

- Tempo akumulacji zmian w danej sekwencji jest state

- ale rozne dla roznych sekwenci

- Weryfikacja — test wzglednego tempa

Kac - Kec =0

A C

- W rzeczywistosci testuje statos¢ tempa pomiedzy gateziami, ale nie w czasie



Zegar molekularny - problem

- VW modelu neutralnym tempo utrwalania mutacii:

1
ONU— =
oNTH

Powinno byC state w przeliczeniu na pokolenie
+ (Czas generacji jest rozny u roznych organizmow

+ Czyli nie powinna byC obserwowana statosC tempa w czasie rzeczywistym

- A czesto jest (w tych sekwencjach, ktore zachowujg zegar)



Problem czasu generaci

- Czas generaciji roznych organizmow jest
istotnie rozny

- Dlaczego nie wptywa to na tempo
utrwalania mutac;ji?

~0,03 pokolenia/rok  ~3 pokolenia/rok




Zmiany prawie neutralne

- Model Kimury dotyczy zmian prawdziwie neutralnych (s = 0), takie nie sg (w
sekwencji biatek) czeste

+ Mutacje zachowujg sie jak neutralne gdy spetnione jest:

L
AN

€

‘S‘S

+ Mutacje o niewielkim wspotczynniku doboru s bedg zachowywaty sie jak neutralne
w matych populacjach, a w wiekszych populacjach beda podlegaty doborowi



Zmiany prawie neutralne

Istnieje odwrotna korelacja miedzy czasem
generaciji a wielkoscia populaciji

N
o
®

Log (Population size)
=

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3
Log (Generation time)

Figure 7-22a Evolutionary Analysis, 4/e
© 2007 Pearson Prentice Hall, Inc.



Zmiany prawie neutralne

~3 pokolenia/rok

~0,03 pokolenia/rok f'd‘ A\’ s rf‘ﬁ

L.

r

Dtugi czas generaci Krotki czas generac
Mnie| mutac|i na rok Wiece| mutaciji na rok
Populacja nieliczna (mate Ne) Populacja liczna (duze Ne)
Wiece| mutacji zachowuje sie jak Wiece] mutacj|i podlega doborowi (i jest
neutralne | utrwala przez dryf eliminowane przez dobdr oczyszczajacy)

Efekty czasu generacji | wielkosci populacji sie znoszac, dajac
state tempo w czasie (Ohta & Kimura, 1971).



Zegar molekularny

+ Dla sekwenciji biatek 1 zmian niesynonimicznych w DNA zmiany jednostajne w czasie

- Na poziomie DNA,
+dla mutacji synonimicznych
- pseudogenow
- niektorych sekwencji niekodujacych

- tempo ewolucji zalezy od czasu generacj



Tempo ewolucji sekwencji a

funkcja
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Degeneracja w kodzie

Second Letter

;J;J;J;J

TGT

rGc) s
TGA Stop
TGG Trp

>0 -

OD>r»0-

First Letter
AON07 payy

>0 -

ODr0-

miejsce 4-krotnie miejsce 2-krotnie
zdegenerowane zdegenerowane




lempo zmian

Biatka zaangazowane w podstawowe
funkcje komorki ewoluuja wolniej.

W sekwencji biatka obszary kluczowe dla
funkcji ewoluuja wolniej.

Jednostka: PAM/108 lat

Jednostka czasu ewolucyjnego: ile lat
(w milionach, 108) potrzeba do
utrwalenia 1 mutac;ji/100 aa (1 PAM)

250

200+

Mutacje (PAM)

2
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600 800
Czas (miliony lat)
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Abraham Wald

Pionier badan operacyjnych (teoria decyzji) REPRINT OF

““A METHOD OF ESTIMATING

Prace dla Center for Naval Analyses PLANE VULNERABILITY BASED ///

, ON, DAMAGE OF SURVIVORS’
podczas Il w. s BY/ABRAHAM/WALD | -

http://www-history.mcs.st-andrews.ac.uk/PictDisplay/Wald.html

Analiza rozmieszczenia przestrzelin w Abraham Wald
uszkodzonych samolotach

oryginalny plan: wzmocnic pancerz w
miejscach, gdzie obserwuje sie najwiece;
przestrzelin

analiza Walda: wzmocnic tam, gdzie nie
obserwuje sie przestrzelin (samoloty tam

trafione nie wrocity) -
( \ \ Operations Evaluation Group

CENTER FOR NAVAL ANALYSES

2000 North Beauregard Street, Alexandria, Virginia 22311

http://oai.dtic.mil/


http://www-history.mcs.st-andrews.ac.uk/PictDisplay/Wald.html

lempo zmian

+ Czynnikiem decydujgcym o tempie zmian jest dobdr oczyszczajacy (negatywny)

W “wazniejszych” sekwencjach wiece] zmian bedzie niekorzystnych (eliminacja przez
dobor)

- W mnigj istotnych sekwencjach wiece] zmian lbedzie neutralnych (utrwalanie przez dryf)
- zmiany bez znaczenia dla funkcji beda neutralne

+ pseudogeny

+ niekodujgce obszary miedzygenowe?

+ podstawienia synonimiczne?



Zegar molekularny

- Sekwencje ewoluujg zgodnie z zegarem
gdy znaczna wiekszosS¢ mutacji jest

- neutralna, lub

+ hiekorzystna, a odsetek mutacii
niekorzystnych jest dla danej sekwenciji
staly (konserwacja sekwencji) - state
tempo doboru oczyszczajgcego,
determinuje tempo zegara




ARTICLE

doi:10.1038/naturell1247

Spor wokot ENCODE

An integrated encyclopedia of DNA

ENCODE - projekt opisujacy sekwencie w -~ elements in the human genome

genomie (Encyclopedia of DNA Elements)

Wiele sekwencji miedzygenowych,

The ENCODE Project Consortium*

The human genome encodes the blueprint of life, but the function of the vast majority of its nearly three billion bases is

N ie kOd Uj aCyC h u Ieg a tran S krprJ | unknown. The Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) project has systematically mapped regions of transcription,
transcription factor association, chromatin structure and histone modification. These data enabled us to assign

biochemical functions for 80% of the genome, in particular outside of the well-studied protein-coding regions. Many

80% genomu funkcjonalne
czy istnieje “smieciowy DNA”?
Czy to znaczy, ze sg funkcjonalne?

Jezeli nie ma sladow dziatania doboru -
nie ma funkciji!

Slady dziatania doboru: 2-15% catego
genomu
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On the Immortality of Television Sets: “Function” in the
Human Genome According to the Evolution-Free Gospel
of ENCODE

Dan Graur'"*, Yichen Zheng', Nicholas Price’, Ricardo B.R. Azevedo', Rebecca A. Zufall', and Eran Elhaik?
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*Corresponding author: E-mail: dgraur@uh.edu.

Accepted: February 16, 2013



Status neutralizmu

- Wyjasnia wiele zjawisk obserwowanych w ewolucji molekularne;
- Wysoki polimorfizm sekwencji DNA | biatek
+ zegar molekularny

ale jest wiele odstepstw, nie istnieje globalny zegar prawdziwy dla wszystkich gatezi drzewa
Zycla

- wolnigjsza ewolucja sekwencji o kluczowym znaczeniu

+ to tez mozna wyjasnic modelem, w ktorym wiekszos¢ mutacji jest allbo niekorzystna, albo
Korzystna, ale niekorzystnych jest wiece]

- Jest bardzo przydatny jako hipoteza zerowa do badania doboru naturalnego na poziomie sekwenciji!



Status neutralizmu

Dane molekularne, zwtaszcza genomowe, pozwolity oceni¢ zgodnos¢ modelu
neutralnego z obserwacjg zmiennosci sekwencj

Kimura: 1968 — nie byty wtedy znane metody sekwencjonowania DNA!



Status neutralizmu

- Smith & Eyre-Walker 2002 — 45% podstawien aminokwasowych w ewoluci
Drosophila sp. utrwalonych przez dobor dodatni

- Andolfatto 2005 — pomiedzy D. melanogaster | D. simulans dobor dodatni
odpowiada za utrwalenie:

-+ 20% podstawien w DNA w intronach i olbszarach miedzygenowych

- 60% podstawien w DNA w sekwencjach UTR



Status neutralizmu

- GtOwnym | nieprzemijajgcym osiggnieciem jest stworzenie matematycznego opisu

wspotdziatania dryfu | doboru naturalnego (dodatniego | oczyszczajgcego) w ewoluc
molekularne;

Dzieki tym modelom opracowano testy poszukujace sladow doboru w sekwencjach
(model neutralny jako hipoteza zerowa)

- Istnigje znaczaca liczlba pozycji | sekwencji ewoluujgcych wedtug modelu neutralnego

+mozna dobra¢ sekwencje tak, by uzyskac zegar molekularny



Status neutralizmu

Dryt genetyczny ma w ewolucji molekularnej bardzo znaczaca, ale nie
wytaczng role

+Zhaczne obszary genomu ewoluujg w sposob bliski neutralnemu



Badanie doboru

- /Zatozenie: mutacje synonimiczne sg neutralne, sekwencje porownywane sg
param

- Ka (dN) — liczba mutacji niesynonimicznych na liczbe mozliwych miejsc
niesynonimicznych

-+ Ks (dS) - liczba mutacji synonimicznych na liczbe mozliwych miejsc
synonimicznycn

- Stosunek Ka/Ks (w) jest miarg dziatania doboru



Badanie doboru

- WartosC w rzadko przekracza 1 dla cate] sekwencji (wyjatek np. geny MHC)

- Srednia warto$¢ w w poréwnaniach miedzy naczelnymi a gryzoniami wynosi
0,2, miedzy cztowiekiem a szympansem 0,4

- Odchylenie w od srednigj dla konkretnego genu w konkretnej linii ewolucyjnel
moze SwiadczyC o dziataniu doboru

- W sekwencji moga wystepowac obszary o roznej wartosci w, wskazujac na

dziatanie doboru na poszczegdlne regiony a nawet pozycje aminokwasowe w
platku



Badanie doboru |

+ Porownanie zmian synonimicznych i niesynonimicznych w obrebie populacii
danego gatunku | pomiedzy gatunkami.



Test McDonalda-Kreitmana

Stosunek mutacji synonimicznych do niesynonimicznych w obrebie populaci
vs. taki sam stosunek dla réznic miedzy gatunkami

Jezeli zmiany sg neutralne, wowczas stosunek ten powinien byC w obu
porzypadkach taki sam

Przyktad: gen ADH u trzech gatunkow Drosophila

synonimiczne niesynonimiczne stosunek
wewnatrzpopulacyjne 42 2 ~0,05
miedzygatunkowe 17 / ~0,41

Whniosek: zmiany niesynonimiczne sg szybko utrwalane w
specjacji — nie sg neutralne



Czy zmiany synonimiczne sa
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Czy zmiany synonimiczne sg neutralne?

A “Silent” Polymorphism in the MDR1
Gene Changes Substrate Specificity

Chava Kimchi-Sarfaty,*t Jung Mi Oh,t1 In-Wha Kim, Zuben E. Sauna,
Anna Maria Calcagno, Suresh V. Ambudkar, Michael M. Gottesmant

Synonymous single-nucleotide polymorphisms (SNPs) do not produce altered coding sequences,
and therefore they are not expected to change the function of the protein in which they occur.
We report that a synonymous SNP in the Multidrug Resistance 1 (MDR1) gene, part of a haplotype
previously linked to altered function of the MDR1 gene product P-glycoprotein (P-gp), nonetheless
results in P-gp with altered drug and inhibitor interactions. Similar mRNA and protein levels,

but altered conformations, were found for wild-type and polymorphic P-gp. We hypothesize that
the presence of a rare codon, marked by the synonymous polymorphism, affects the timing of
cotranslational folding and insertion of P-gp into the membrane, thereby altering the structure of

substrate and inhibitor interaction sites.

triphosphate (ATP)-binding cassette

(ABC) transporter ABCB1 or P-gp, 1s
an ATP-driven efflux pump contributing to the
pharmacokinetics of drugs that are P-gp sub-
strates and to the multidrug resistance of cancer
cells (/, 2). To date, more than 50 single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) have been
reported for MDR1 (www.ncbi.nlm.nih.gov/
SNP/GeneGt.cgi?genelD=5243). One of these,
a synonymous SNP in exon 26 (C3435T), was

The MDR]1 gene product, the adenosine

sometimes found to be associated with altered
P-gp activity (3-6) and, when it appears in a
haplotype, with reduced functionality (7). This
association may be explained in different ways.
Perhaps it 1s because C3435T is in linkage dis-
equilibrium with other common functional non-
synonymous polymorphisms such as G2677T.
In fact, the C1236T (a synonymous SNP),
G2677T, and C3435T polymorphisms are part
of a common haplotype (8, 9). Another possible
explanation is that allele-specific differences in

mRNA folding could influence splicing, pro-
cessing, or translational control and regulation
(10, 11). A third possibility 1s that the effect of
the C3435T polymorphism on the levels of
cell surface P-gp activity or its function 1is
rather modest or drug-specific. Finally, nu-
merous environmental factors are known to
affect the expression and phenotypic activity
of P-gp (12).

To determine whether the C3435T poly-
morphism actually does affect P-gp activity, we
expressed wild-type and polymorphic P-gps in
HeLa cells with the use of a transient expres-
sion system (/3). The same experiments were
carried out on BSC-1 (epithelial cells of Af-
rican green monkey kidney origin), Vero-76
(monkey kidney cells), and 12E1 (CEM human
cells) cell lines (/4), with similar results,

indicating that this phenomenon is not specific
to HeLa cells.
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