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STRESZCZENIE

Biatka ABC, zawierajgce kasete wigzacg ATP (ang. ATP-Binding Cassette), stanowig najwiekszg
nadrodzine transporteréw btonowych. U ludzi kodowane s3 przez 48 gendw, ktére zostaty podzielone
na siedem rodzin, od ABCA do ABCG (geny ABC). Biatka te biorg udziat w wielu podstawowych
procesach komorkowych i reguluja homeostaze zwigzkdw, transportujgc je zarowno przez btony
wewnatrzkomérkowe organelli, jak i przez btone komdrkowa. Wsréd nich jest wiele endogennych
i egzogennych substratow, m.in. lipidy, w tym cholesterol i steroidy, hormony, aminokwasy i peptydy,
cukry, nukleozydy, jony oraz szerokie spektrum ksenobiotykow i duza grupa skoniugowanych
metabolitow. Niektére mutacje w genach ABC prowadzg zatem do wielu powaznych choréb
wrodzonych. Ze wzgledu na swojg kluczowa funkcje w detoksykacji organizmu, wiele transporteréw
ABC ma takze szczegdlne znaczenie w procesie usuwania lekdw, a ich aktywno$é jest jedna
z gtéwnych przyczyn powstania niekorzystnego zjawiska opornosci wielolekowej (MDR, ang. Multi-
Drug Resistance), najczesciej obserwowanej w leczeniu nowotwordw. Niektdre warianty w genach
ABC istotnie wiec wptywaja na rdznice w odpowiedzi na farmakoterapie. Co wiecej, czestosc
wystepowania wielu z nich istotnie rdini sie pomiedzy populacjami o réinym pochodzeniu
etnicznym. Ostatnie badania wykazaty duze miedzyosobnicze i miedzypopulacyjne zrdznicowanie
genetyczne catej nadrodziny biatek ABC. Nie stwierdzono jednak czy jest ono na tyle istotne, aby
wyodrebni¢ populacje z tego samego regionu geograficznego, jak polskg sposrdod pozostatych
europejskich. Do tej pory jednak, dla populacji polskiej wykonano badania tylko dla pojedynczych
wariantow w genach ABC. Gtéwnym celem pracy byta zatem analiza zmiennosci tych gendw
w populacji polskiej i poréwnanie jej z populacjami, zaréwno o odrebnym pochodzeniu etnicznym,
jak i rowniez tylko z tymi o pochodzeniu europejskim.

W publikacjach, wchodzacych w zakres rozprawy, opracowano metodyke badania zmiennosci
genéw ABC z wykorzystaniem metody topnienia produktéw PCR w wysokiej rozdzielczosci (HRM).
Wykazano, ze jest ona uzyteczna zaréwno w podejsciu celowanego genotypowania, jak
i przeszukiwania sekwencji kodujgcych w poszukiwaniu wariantéw (skanowanie). Przeskanowano
z jej wykorzystaniem prawie cate sekwencje gendw kodujace dwa transportery ABC zwigzane ze
zjawiskiem MDR (ABCC1, ABCG2) w 190 prébkach od ochotnikéw z polskiej populacji. Dokonano
analizy otrzymanej zmiennosci i poréwnano uzyskane wyniki z danymi dla innych populacji.

W badaniach nieopublikowanych, wchodzacych w skfad rozprawy, wykorzystano dane
uzyskane podczas genotypowania kohorty ochotnikéw z populacji polskiej z uzyciem mikromacierzy
Illumina. Otrzymang zmienno$¢ gendw ABC poréwnano z populacjami referencyjnymi z bazy 1000
Genomes Project wedtug analizy grupowania prébek na podstawie podobienstwa alleli.

Zdecydowang wiekszos¢ wykrytych wariantéw w genach ABC stanowity warianty rzadkie,

z czestosScig wystepowania rzadszego allelu w badanej populacji (MAF) <0,05, zaréwno
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w skanowanych sekwencjach kodujgcych gendw ABCC1 i ABCG2, jak i w przekroju ogdlnej zmiennosci
wszystkich genéw ABC poddanych analizie. Nie byto zatem podstaw do odrzucenia hipotezy
badawczej nr 1, w mysl ktérej geny ABC sg wysoce zakonserwowane i wiekszo$¢ obserwowanej
zmiennosci w ich sekwencjach stanowi zmiennos$¢ o charakterze rzadkim (MAF <0,05). Wyniki te
Swiadczg o silnym zakonserwowaniu ewolucyjnym gendéw ABC, zwtfaszcza w obrebie sekwencji
kodujacych kluczowe domeny wigzgce ATP.

Poréwnanie wynikow wykrytej zmiennosci ABCC1 i ABCG2 wykazato istotne rdznice
w czestosci wystepowania specyficznych wariantéw, miedzy populacjg polska, a populacjami o innym
pochodzeniu etnicznym jak wschodnioazjatyckimi i afrykanskimi. Nie zaobserwowano jednak
istotnych réznic w stosunku do wynikdw dla innych populacji pochodzenia europejskiego.
Odzwierciedlenie tych wynikdw uzyskano w analizie klastrowania, gdzie zaobserwowano wyrazne
grupowanie poszczegdélnych populacji, w tym polskiej, odpowiadajgce regionowi geograficznemu,
z ktérego etnicznie pochodzg, co w sumie nie dato podstaw do odrzucenia hipotezy badawczej nr 2
zaktadajacej, ze zmiennos¢ gendw ABC w populacji polskiej istotnie rézni sie od populacji o innym
pochodzeniu etnicznym.

Analiza tylko populacji polskiej i europejskich, wykazata klastrowanie w ogdle nie zwigzane
z pochodzeniem populacyjnym. Populacja polska, pod wzgledem zmiennosci genéw ABC, nie rdzni sie
wiec istotnie od innych populacji referencyjnych o pochodzeniu europejskim, przez co hipoteza
badawcza nr 3 postulujaca, ze zmiennos$¢ gendw ABC w populacji polskiej istotnie rézni sie od innych
populacji referencyjnych o pochodzeniu europejskim, zostata odrzucona.

Celem kolejnych analiz byta zatem proba wyjasnienia podifoza zaobserwowanego
klastrowania populacji europejskich. Wykazano, ze istotnie odpowiadajg za nie warianty czeste (MAF
20,05), w wiekszosci w sekwencjach niekodujacych kilku gendw, zwigzanych z homeostazg kwaséw
z6tciowych, transportem cAMP oraz gospodarky glukozowa. Zaproponowano na tej podstawie
niezalezny od populacji, utrwalony mechanizm wspdtistnienia réznych fenotypdow, zwigzanych
z gospodarkg lipidowo-glukozowa, ktéry jest regulowany przez kwasy zétciowe, w czym istotny udziat
moga miec transportery z nadrodziny ABC. Prawdopodobnie, rdwnolegtym czynnikiem klastrujgcym
jest takze zmiennos¢ genu ABCC11, zwigzanego z funkcjami wydzielniczymi gruczotéw apokrynowych.
W analizie GWAS dla populacji polskiej wykazano z kolei, ze obserwowane klastrowanie jest
unikatowe bo istotnie zwigzane w gtdwnej mierze ze zmiennoscig genow kodujgcych biatka ABC.

Prace badawcze w niniejszej rozprawie sg pierwszymi, ktére w tak kompleksowy sposdb

podjety temat zmiennosci gendw kodujgcych catg nadrodzine biatek ABC w polskiej populacji.



ABSTRACT

ATP-Binding Cassette (ABC) proteins are the largest superfamily of membrane transporters.
In humans, they are encoded by 48 genes, which have been classified into seven families, namely
ABCA to ABCG (ABC genes). These proteins are involved in many crucial functions and cellular
homeostasis maintaining by transporting different compounds through the intracellular membranes
of organelles and the cell membrane as well. Among them, there is a plethora of many endogenous
and exogenous substrates, e.g. lipids, including cholesterol and steroids, hormones, amino acids and
peptides, sugars, nucleosides, ions but also a wide spectrum of xenobiotics and a large group of
conjugated metabolites. Therefore, specific mutations in these genes are associated with many
serious congenital diseases. Due to their key function of detoxification, many ABC transporters are
also associated with the process of drug efflux, so their activity is one of the main causes of the
adverse phenomenon called multi-drug resistance (MDR), mostly observed during cancer treatment.
Moreover, some genetic variants also significantly affect the differences in pharmacotherapy efficacy
and their prevalence varies significantly between populations of different ethnic origin. Recent high-
throughput studies have demonstrated large inter-individual and inter-population genetic variability
across the entire ABC protein superfamily. However, the results have not revealed whether observed
variation is so significantly different to separate populations from the same geographical region, as
Polish population from the other ones of European descent. So far, only few variants in the genes
encoding ABC proteins have been studied in the Polish population. The main goal of the dissertation
was variation analysis of the genes encoding ABC proteins in the Polish population and its
comparison with other populations of a different ethnicity, including populations of European origin.

In the original publications included in the dissertation, an efficient methodology of studying
variation of ABC genes was developed, based with the method of PCR products high-resolution
melting (HRM). Presented results have demonstrated that it can be useful in both strategies,
targeted genotyping and scanning coding sequences for the search of genetic variants. The method
was used to scan almost the entire genes coding sequences of two ABC transporters associated with
the MDR phenomenon (ABCC1, ABCG2) in 190 samples from Polish volunteers. The obtained
variability was analysed and the results were compared with corresponding data for other
populations.

In the unpublished data included in the dissertation, results from the genotyping method
with the lllumina microarrays of a Polish volunteer’s cohort have been applied. The obtained
variability of genes encoding ABC proteins was compared with reference populations from the 1000
Genomes Project database according to analysis of clustering samples based on allele similarity.

The vast majority of detected variants in ABC genes have been observed as the rare ones,

with the minor allele frequency (MAF) in population <0.05. It concerns both approaches, scanning
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with HRM of ABCC1 and ABCG2 coding sequences, and the study of the entire variability of ABC
genes included in the analysis. These results have not revealed the basis to reject of the research
hypothesis no. 1 according to which ABC genes are highly conserved and majority of the observed
variants in their sequences is rare (MAF <0.05). These results indicate high evolutionary conservation
of ABC genes, especially within sequences encoding the crucial ATP-binding domains.

The results of the detected ABCC1 and ABCG2 variation demonstrated significant differences
of specific variants frequencies between the Polish population and other populations of different
ethnic origin like East Asian and African. However, no significant differences have been observed in
comparison with other European populations. These results have been confirmed in the clustering
analysis, in which a distinct grouping of populations from the same geographical region was
obtained, which was also consistent for the Polish population. There was no basis to reject the
research hypothesis no. 2 assuming that the variability of ABC genes in the Polish population is
significantly different from the population of other ethnic origin.

The clustering result for the Polish and European populations has not correlated with the
origin of samples donors. In conclusion, the Polish population has not differed significantly from the
other reference populations of European origin in term of variability of ABC genes, which led to the
rejection of the research hypothesis no. 3 postulating that the variability of ABC genes in the Polish
population is significantly different from other European populations.

The main goal of the followed analyses was attempted to explanation of the observed
European populations clustering. The pool of common variants (MAF >0.05) associated with
clustering was identified, mostly in non-coding sequences of several genes, related to bile acid
homeostasis, cAMP transport and glucose metabolism. On this basis, a population origin-
independent and conserved mechanism was proposed of various phenotypes coexistence related to
lipid-glucose metabolism, which is regulated by bile acids. ABC superfamily transporters would play
a significant role in this process. Probably, an additional clustering factor is also the ABCC11 gene
variation, associated with the secretory functions of apocrine glands. In turn, the GWAS analysis for
the Polish population demonstrated that the observed clustering is unique because of significant
association mainly with the variability of ABC genes.

The research summarized in this dissertation is the first to address the subject of variability
of genes encoding the entire superfamily of ABC proteins in the Polish population in such

a comprehensive manner.



1. WSTEP
1.1. Ogdlna charakterystyka nadrodziny biatek ABC

Homeostaza komdrkowa znaczgco uzalezniona jest od kontrolowanej wymiany substratow
endogennych i egzogennych przez btony. Transport aktywny, ktdry umozliwia ruch substancji wbrew
gradientowi stezen lub potencjatowi elektrochemicznemu, mozliwy jest dzieki réznym biatkom
transbtonowym. Wsrdd nich, biatka ABC — zawierajgce kasete wigzgcg ATP (ang. ATP-Binding
Cassette) — stanowig najwiekszg nadrodzine transporteréw btonowych (Juan-Carlos i in., 2021).
U ludzi biatka te kodowane sg przez 48 gendw, ktdre zostaty podzielone na siedem rodzin od ABCA do
ABCG, na podstawie homologii sekwencji, podobienstwa struktury oraz kolejnosci domen w biatku;
geny te okreslone zostaty jako geny ABC (Tab. 1) (Juan-Carlos i in., 2021; Wangi in., 2021).

Charakterystycznym schematem architektury biatek z tej nadrodziny jest czterodomenowa
struktura sktadajacg sie z dwdch cytoplazmatycznych domen wigzgcych nukleotydy (NBD, ang.
Nucleotide-Binding Domains), ktére wigzg i hydrolizujg ATP oraz dwdch domen transbfonowych
(TMD, ang. Transmembrane Domains), ktdére rozpoznajy i transportujg substraty. Podczas gdy
struktura i funkcja NBD sg podobne we wszystkich rodzinach, TMD sg wysoce heterogenne, co
pozwala transporterom rozpoznawac rézne substraty i wykorzystywac energie z hydrolizy ATP do
przemieszczania czgsteczek przez btony, niezaleznie od gradientu stezen (Robey i in., 2018). Specyfika
struktury zalezy jednak od poszczegdlnych biatek ABC i przyktadowo, niektére zwane s3
pottransporterami (ang. half-transporters), poniewaz sktadajg sie tylko z jednej domeny TMD i jednej
NBD. Z kolei biatka z rodzin ABCE i ABCF nie majag domen TMD, dlatego nie uznaje sie ich za
transportery, chociaz przypisuje sie im wazng role regulatorowg (Nobili i in., 2020). Domeny NBD
zawierajg konserwatywne motywy konieczne do zwigzania i hydrolizy ATP. Nalezg do nich: motyw
Walker A (lub tez petla P, ang. P-loop motif), motyw Walker B oraz typowy wytgcznie dla tej
nadrodziny motyw sygnaturowy ABC (ang. ABC signature motif lub tez motyw C, ang. C-loop motif),
okreslany takze jako motyw LSGGQ (ang. motif LSGGQ), ktéry znajduje sie tuz powyzej motywu
Walker B i jest zwigzany z przytgczaniem nukleotydu. Ponadto inne motywy w NBD zostaty opisane
jako wazne w tym procesie: petla Q (ang. Q-loop region), petla D (ang. D-loop) i motyw H (ang.
H motif) (Choi i Yu, 2014; Juan-Carlos i in., 2021; Liu, 2019).

Biatka ABC biorg udziat w wielu podstawowych procesach komdrkowych regulujgc poziom
zwigzkow na réznych poziomach — wyrzucajg je na zewnatrz btony plazmatycznej, jak i tez utrzymuja
fizjologiczng homeostaze ich wewnagtrzkomérkowych stezen dzieki transportowi przez btony
wewnatrzkomérkowych organelli, m.in. mitochondridw, lizosoméw, retikulum endoplazmatycznego
czy aparatu Golgiego (He i in., 2021; Wang i in., 2021). Transportowi podlega szereg endogennych
substratéw, ale tez zwigzkow pochodzenia egzogennego, m.in. lipidy, w tym cholesterol i steroidy,

hormony, aminokwasy i peptydy, cukry, nukleozydy, jony oraz szerokie spektrum ksenobiotykow
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iduza grupa metabolitéw, w tym wiele koniugatéw siarczanowych, koniugatéw glutationu
i glukuronidéw (Tab. 1) (Leslie i in., 2005; Liu, 2019; Nobili i in., 2020). Dlatego tez ekspresja gendéw
ABC zachodzi w wielu rodzajach tkanek, m.in. w watrobie, jelicie cienkim i grubym, ptucach, nerkach,
sercu, miesniach szkieletowych, gruczotach, komadrkach jednojadrzastych krwi obwodowej, ale tez
i naturalnych barierach: tozyskowej, krew-mdzg i krew-jadro. Wzdr ekspresji dla poszczegdlnych
transporterdow jest jednak wysoce tkankowo specyficzny (Juan-Carlos i in., 2021; Nobili i in., 2020;
Wang i in., 2021). Rowniez potozenie w btonie plazmatycznej komorki jest zalezne od rodzaju
transportera i moze by¢ szczytowe (apikalne) czyli od strony Swiatta tkanki lub podstawno-boczne

(bazolateralne) (Vasiliou i in., 2009).

1.2. Znaczenie biatek ABC i szkodliwy wptyw niektérych wariantéw genetycznych na wybranych
przyktadach

Transportery ABC petnig kluczowa role w prawidtowym funkcjonowaniu wielu proceséw
komdrkowych i szlakéw metabolicznych. Mutacje w genach je kodujgcych prowadzg zatem do
powaznych chordb wrodzonych lub zaburzen o podtozu genetycznym (Tab. 1). Duza ich czesé
zwigzana jest z utrzymaniem homeostazy szeroko rozumianych lipidéw, w tym cholesterolu czy
kwasdw zotciowych. Cholesterol w celu rozktadu musi zostaé przetransportowany z tkanek
obwodowych przez krew do watroby, ktdra jest jedynym narzagdem zdolnym do jego przetworzenia,
degradacji i ostatecznie wydzielenia do zétci. Cholesterol, jako wysoce nierozpuszczalny, musi by¢
pakowany i transportowany przez lipoproteiny osocza w procesie okreslanym jako , odwrotny
transport cholesterolu” (ang. reverse cholesterol transport). ABCA1 posredniczy w transporcie
cholesterolu i fosfolipidéw do ubogich w lipidy apolipoprotein (apoA1l i apoE), ktére nastepnie tworzg
lipoproteiny o duzej gestosci (HDL, ang. High-Density Lipoproteins). Warianty genetyczne w ABCA1
powodujgce utrate funkcji biatka prowadza do niezwykle rzadkiej choroby tangerskiej (<100
przypadkéw, wg bazy MedlinePlus), charakteryzujacej sie bardzo niskimi poziomami HDL i apoAl.
U chorych estry cholesterolu gromadzg sie w wysokich stezeniach w makrofagach i réznych tkankach
obwodowych, co powoduje miazdzycowa chorobe sercowo-naczyniowg i moze przyczyniaé sie do
wczesnego wystgpienia choroby Alzheimera i dysfunkcji nerek (Quazi i Molday, 2011). Z chorobg
Alzheimera byty réwniez tgczone inne geny ABC o podobnym mechanizmie transportu cholesterolu
jak ABCA2 i ABCA7 (Liu, 2019).

Mutacje w ABCA4 prowadzg do choroby Stargardta (czestos¢ 1:10 000, wg bazy MedlinePlus),
zwigzanej z wieloma stanami zwyrodnieniowymi siatkdowki. Przyczyng jest nieprawidtowy transport
w siatkdwce witaminy A i przyspieszone tworzenie toksycznych ubocznych produktéw degradacji

retinalu w procesie zwanym ,cyklem widzenia”. W efekcie w nabtonku barwnikowym siatkdwki
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pojawiajg sie fluorescencyjne granulki lipofuscyny, charakterystyczne dla zwyrodnienia plamki zéttej
(Tarling i in., 2013).

Jaskrawym przyktadem konsekwencji niewtasciwej gospodarki lipidowej zwigzanej z biatkami
ABC, s mutacje w ABCA12 powodujgce utrate funkcji biatka transportujgcego lipidy w ziarnistosciach
btonowych keratynocytéw powodujace rybig tuske arlekinowg (ang. Harlequin ichthyosis) (czesto$é¢
1:200 000, wg bazy MedlinePlus). Nieprawidtowy rozwdj ziarnistosci btonowych keratynocytow
prowadzi do powaznego uposledzenia bariery skornej w formie tusek, co powoduje predyspozycje do
sepsy, odwodnienia i nieprawidtowej regulacji termicznej, a w efekcie prowadzi do Smierci (Tarling i
in., 2013).

Szczegblne znaczenie majg geny kodujgce transportery umozliwiajgce prawidtowg
gospodarke kwasami zétciowymi. Powstajg jako produkty katabolizmu wysoce nierozpuszczalnego
cholesterolu. Odgrywajg wiele rél w metabolizmie lipidodw: tworzg micele w jelicie cienkim, ktére
ufatwiajg rozpuszczanie, trawienie oraz wchtanianie lipidéw i witamin rozpuszczalnych w ttuszczach,
indukujg przeptyw zdtci z hepatocytéw do pecherzyka zétciowego, a wydalenie tych miceli stanowi
gtéwng droge usuwania cholesterolu (de Aguiar Vallim i in., 2013). ABCB11 koduje gtéwny
transporter zwany BSEP (pompa eksportu soli zétciowych, ang. Bile-Salt Export Pump), ktéry ulega
ekspresji wytgcznie na wierzchotkowej btonie hepatocytow i odpowiada za transport koniugatéw
kwasdw zdétciowych z hepatocytu do kanalikdw zétciowych. Mutacje genu kodujgcego ten transporter
i powodujgce zaburzenia jego funkcji, sg przyczyng postepujgcej rodzinnej cholestazy
wewnatrzwatrobowe] (PFIC-2, ang. Progressive Familial Intrahepatic Cholestasis type 2; czestosc
1:100 000, wg bazy MedlinePlus) prowadzacej do gromadzenia sie soli zétciowych w hepatocytach
i w efekcie do uszkodzenia watroby (Liu, 2019; Tarling i in., 2013). Z kolei w wyniku ekspresji
w watrobie i jelicie cienkim dwdch gendw ABCG5 i ABCG8 powstaje heterodimer, ktérego gtéwnymi
funkcjami sg wydzielanie cholesterolu i steroli roslinnych do zéfci oraz ograniczenie wchtaniania
steroli i wydalenie ich z enterocytéw z powrotem do jelita kretego. Mutacje, ktére uszkadzajg
ktorykolwiek z pottransporteréw, skutkujg bardzo rzadka sitosterolemia (<100 przypadkéw, wg bazy
MedlinePlus), ktéra charakteryzuje sie gromadzeniem steroli roslinnych i cholesterolu w wielu
tkankach i krwi, co ostatecznie prowadzi do przedwczesnego rozwoju miazdzycy (Liu, 2019; Neumann
i in.,, 2017; Tarling i in., 2013). Catosci procesu tworzenia zéfci dopetnia produkt genu ABCB4,
transporter odpowiadajgcy za wydzielanie fosfatydylocholiny z watroby do zétci (Neumann i in.,
2017).

Niektére transportery ABC zapewniajg inng, kluczowa funkcje homeostatyczng — utrzymanie
rownowagi jonowej. Gen ABCC7 koduje niezwykle specyficzny btonowy regulator przewodnictwa
(CFTR, ang. Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator). Jest to bowiem jedyny kanat

anionowy dla jonéw chlorkowych w btonie komérkowej wielu komodrek oraz jedyny kanat
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bramkowany ligandem (ATP), ktdry jest zuzywany w tym procesie. CFTR zawiera rowniez dodatkowa
domene zwang regulacyjng (R) po wewnetrznej stronie btony plazmatycznej. Jej fosforylacja
sprzezona z hydrolizg ATP przez domeny NBD otwiera kanat na zewnatrz umozliwiajgc transport
jonéw zgodnie z ich gradientem elektrochemicznym (Hwang i Kirk, 2013). Licznie odnotowane
mutacje w genie ABCC7 prowadzg do mukowiscydozy, objawiajgcej sie zaburzeniami wydzielania zbyt
lepkiego $luzu przez gruczoty gtéwnie ptuc i trzustki, co prowadzi do ich uszkodzenia i niewydolnosci
(Dean i in., 2022). To najczestsza choroba dziedziczna zwigzana z mutacjami w genach kodujgcych
biatka ABC i dotyczy zwtaszcza odmiany biatej cztowieka (czestos¢ 1:2500, wg bazy MedlinePlus)
(Deaniin., 2001)

Gen ABCC8 koduje natomiast biatko zwane receptorem sulfonylomocznika (SUR1, ang.
SulfonylUrea-Receptor), ktére tworzy inny, wyjatkowy kanat potasowy (Karp) w komodrkach beta
w trzustce. Sktada sie on z tworzgcych centralny por czterech podjednostek Kir6.2 (prostownicze do
wewnatrz podjednostki kanatu potasowego) oraz otaczajacych je czterech regulacyjnych
podjednostek SUR1, tworzacych razem heterooktameryczny kompleks. Wewnatrzkomdrkowy
metabolizm glukozy prowadzi do zmian stezenia nukleotydéw adeninowych, w wyniku czego ATP
zamyka kanat, wigzac sie z Kir6.2. W rezultacie dochodzi do depolaryzacji btony, co z kolei aktywuje
zalezne od napiecia kanaty wapniowe (Ca**) i prowadzi do wzrostu wewnatrzkomérkowego stezenia
Ca’* a ostatecznie wywotuje wydzielanie insuliny. Natomiast magnezowe kompleksy nukleotyddw
(Mg-ADP i Mg-ATP) stymulujg aktywnos$¢ kanatu poprzez interakcje z SUR1, w wyniku ktdrej kanaty
ulegajg otwarciu, a wydzielanie insuliny zostaje zahamowane. Mutacje w obrebie ABCC8 moga
powodowac zaburzenia wydzielania insuliny i rézne formy wrodzonego hiperinsulinizmu (czestosé
najpowszechniejszej z nich 1:50 000, wg bazy MedlinePlus). Sulfonylomoczniki stymulujg wydzielanie
insuliny w cukrzycy typu 2, wigzac sie z SURL i zamykajgc kanaty potasowe przez mechanizm
niezalezny od ATP. Aktywnos¢ kanatu potasowego jest zatem krytyczna w utrzymaniu prawidtowej
gospodarki glukozowo-insulinowej (Gloyn i in., 2004; Liu, 2019).

Geny ABCB2 i ABCB3 petnig z kolei fundamentalng role w prawidtowym funkcjonowaniu
swoistej odpowiedzi immunologicznej poprzez rozpoznawanie i eliminacje komodrek
transformowanych wirusowo lub ztosliwie. Kodujg odpowiednio biatka TAP1 i TAP2 (ang. Transporter
associated with Antigen Processing), ktére razem tworzg heterodimer w btonie retikulum
endoplazmatycznego. Antygen wigzany jest z tancuchem ciezkim gtéwnego uktadu zgodnosci
tkankowej klasy | (MHC |, ang. Major Histocompatibility Complex class I) przez ztozony biatkowy
kompleks tadujgcy peptyd (ang. Peptide-Loading Complex). Dzieki transportowi przez kompleks TAP,
czagsteczka MHC | z przytaczonym peptydem przemieszcza sie na powierzchnie komoérki, gdzie jest

prezentowana cytotoksycznym limfocytom T CD8'. Nieprawidtowo funkcjonujace biatka TAP
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prowadzg do rozwoju chordéb zakaznych lub nowotworowych (<100 przypadkdéw, wg bazy

MedlinePlus) (Hulpke i Tampé, 2013).

1.3. Udziat biatek ABC w farmakoterapii i zwigzana z tym rola zmiennosci genetycznej

Ze wzgledu na swojg kluczowg funkcje w detoksykacji organizmu i usuwaniu ksenobiotykow,
transportery ABC majg szczegdlne znaczenie w procesie wyrzutu lekéw okreslanym jako efluks (ang.
drug efflux) oraz ich metabolizmie, wptywajac przez to na odpowiedZz wobec zastosowanej terapii
poprzez zmiane parametrow farmakokinetycznych: wchtaniania, dystrybucji, metabolizmu, wydalania
oraz toksycznosci lekéw (ADMET, ang. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity)
(Robey i in., 2018). Z tego powodu uwazane sg za wazne czynniki prognostyczne kierunku rozwoju
choroby i skutecznosci farmakoterapii (Choi i Yu, 2014). Nadekspresja transporterow ABC jest wiec
jedng z gtdwnych przyczyn powstania niekorzystnego zjawiska opornosci wielolekowej (MDR, ang.
Multi-Drug Resistance). Rozumiana jest ona jako jednoczesna opornosc na kilka lekow, ktére nie maja
ze sobg zwigzku strukturalnego ani funkcjonalnego (Juan-Carlos i in., 2021). MDR moze by¢ efektem
kilku mechanizmoéw, o charakterze wrodzonym lub nabytym w wyniku chemioterapii, takich jak:
zmniejszone wchtanianie lekéw, zmiany w punktach kontrolnych cyklu komérkowego lub jego
zatrzymanie, modyfikacje celow lekow czy wychwytywanie lekdw przez lizosomy albo inne organelle
wewnatrzkomérkowe i pecherzyki miedzykomérkowe (Choi i Yu, 2014; He i in., 2021; Li i in., 2016).
Transportery ABC prowadzg natomiast do powstania MDR poprzez zwiekszony efluks lekéw, co
najczesciej jest obserwowane w komodrkach nowotworowych (Juan-Carlos i in., 2021). Opornosé
wielolekowa jest wiec istotng przeszkoda w skutecznej chemioterapii, a transportery ABC staty sie
gtéwnym celem w walce z nig, zwtaszcza u pacjentéw onkologicznych (He i in., 2021). Substratami
transporterow ABC jest bowiem szerokie spektrum powszechnie stosowanych lekéw
przeciwnowotworowych czyli cytostatykéw o réznym mechanizmie dziatania: inhibitoréw mitozy, jak
alkaloidy barwinka rézowego czy taksany, inhibitoréw topoizomerazy (np. topotekan, irynotekan),
antymetabolitow (np. metotreksat), antybiotykdéw cytostatycznych (np. mitoksantron), (He i in.,
2021). Najczesciej wigzane ze zjawiskiem MDR byty gtdwnie geny ABCB1 — kodujacy transporter
okreslany jako MDR1 (biatko opornosci wielolekowej 1, ang. Multidrug Resistance Protein 1) lub
glikoproteina P (P-gp, ang. P-glycoprotein), ABCC1 — kodujacy transporter nazywany MRP1 (biatko 1
zwigzane z opornoscig wielolekowg, ang. Multidrug Resistance-associated Protein 1) oraz ABCG2 —
kodujacy transporter nazywany BCRP (biatko opornosci raka piersi, ang. Breast Cancer Resistance
Protein) (Tab. 1) (Choi i Yu, 2014).

W wielu badaniach wykazano, 7ze niektére z germinalnych (dziedzicznych) wariantéw
w genach kodujacych transportery ABC istotnie wptywajg na rdinice w odpowiedzi na

farmakoterapie raka, jej toksycznosé, nawrét choroby lub jej progresje czy przezywalnos¢ (Xiao i in.,
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2020b). Rézne mechanizmy molekularne mogg wyjasnia¢ zwigzek miedzy wariantami genetycznymi
transporterow ABC a obserwowanym fenotypem, takie jak: zmniejszona dostepno$¢ aminoacylo-
tRNA, obnizona stabilnos¢ mRNA, wptyw na konformacje biatka, aktywnos$é transportera lub
specyficznos¢ substratowa (Arrigoni i in., 2016). Szacuje sie, ze indywidualna zmiennos$¢ genetyczna
wyjasnia 20—30% rdznic miedzyosobniczych w odpowiedzi na lek (Zhou i Lauschke, 2022). Zatozenia
farmakoterapii spersonalizowanej opierajg sie zatem na odejsciu od jednego schematu leczenia,
aw zamian na doborze najbardziej odpowiedniego leku i dawki w oparciu o profil genetyczny
pacjenta (Arrigoni i in., 2016). Dzieki temu mozliwe bytoby nie tylko zwiekszenie skutecznosci
terapeutycznej, ale takzie obnizenie kosztow leczenia (Li i in., 2016). Dlatego zrozumienie roli
zmiennosci genetycznej zwigzanej z odpowiedziag na leczenie moze zapewnié w przysztosci
bezpieczniejszg i efektywniejszg farmakoterapie (Juan-Carlos i in., 2021).

Obserwowana miedzyosobnicza zmiennos$¢ genetyczna, a co za tym idzie tez, ewentualny
zwigzek z farmakoterapig, jest w znacznej mierze spowodowany réznym rozpowszechnieniem
wariantdw genetycznych w poszczegdlnych populacjach (Zhou i Lauschke, 2022). W genach
interesujacych z punktu widzenia farmakogenetyki, w tym kodujgcych transportery ABC, stwierdzano
istotne rdznice w czestosci wystepowania niektérych alleli w wariantach okreslanych jako czeste —
czyli o czestosci wystepowania rzadszego allelu w badanej populacji lub puli prébek >0,05 (MAF, ang.
Minor Allele Frequency) (Ono i in., 2013; Zhou i Lauschke, 2022). Rdéznice obserwowane byty
pomiedzy populacjami z rdéinych regiondéw geograficznych i dotyczyty zwtaszcza tych o innym
pochodzeniu etnicznym (europejskim, wschodnioazjatyckim lub afrykanskim) (Cropp i in., 2008).
Badania te, w duzej mierze przeprowadzone na pojedynczych grupach etnicznych, sugerowaty takze,
7e mogg istniec istotne, etniczne réznice w skutecznosci lub toksycznosci lekdw zalezne od genotypu
(Cropp i in., 2008; Xiao i in., 2020b). Profilowanie gendéw zwigzanych z farmakogenetyksa, jak
kodujgcych transportery ABC, w réznych populacjach moze zatem ujawni¢ zmienno$é genetyczng,
ktora predysponuje do réznic w odpowiedzi na lek (Zhou i Lauschke, 2022). Badania genéw ABC
zaczety sie wiec skupia¢ na przeszukiwaniu ich sekwencji eksonowych, w celu okreslenia
funkcjonalnej zmiennosci genetycznej w populacjach o réznym pochodzeniu etnicznym (Bosch i in.,
2005; Fukushima-Uesaka i in., 2007; Lee i in., 2007; Leschziner i in., 2006; Maekawa i in., 2006; Saito i
in., 2002; Wang i in., 2004). W populacji polskiej takim badaniom w genach kodujgcych biatka ABC
poddano jednak tylko pojedyncze warianty (Dudarewicz i in., 2012; Jazwinska-Tarnawska i in., 2015;
Koszarska i in.,, 2014; Niebudek i in., 2019; Salagacka-Kubiak i in., 2016). W trakcie projektu
»TESTOPLEK — Rola transporteréw opornosci wielolekowej w farmakokinetyce i toksykologii — testy in
vitro w praktyce farmaceutycznej i klinicznej”, realizowanego w Katedrze Biofizyki Molekularnej
Uniwersytetu todzkiego (obecnie Katedra Biologii Nowotworéw i Epigenetyki), zbadano, ze

w populacji polskiej warianty w genach ABC, a zwigzanych z MDR sg reprezentowane (Majewska i in.,
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2012; Majewska i in., 2013). Dlatego przeszukanie ich sekwencji kodujgcych w celu zbadania

zmiennosci genetycznej w populacji polskiej, nalezy uznac za jak najbardziej uzasadnione.

1.4. Wspdétczesne badania populacyjne dotyczace zmiennosci genetycznej

Ogromny postep technologiczny w sekwencjonowaniu i genotypowaniu zapoczgtkowat nowa
ere w badaniach genetyki cztowieka i farmakogenetyki (Yee i in., 2018). Wysokoprzepustowe
technologie takie jak genotypowanie z wykorzystaniem mikromacierzy czy sekwencjonowanie
nastepnej generacji (NGS, ang. Next-Generation Sequencing) umozliwiajg szybkie i masowe uzyskanie
danych dla catych ludzkich genoméw, eksomodw czy setek tysiecy specyficznych wariantéw
genetycznych réwnolegle (Gulilat i in., 2019). W rezultacie, zaréwno czeste jak i rzadkie warianty
wielu gendw, w tym gendw transporterow btonowych, moga zosta¢ zidentyfikowane jako
potencjalnie zwigzane z parametrami ADMET lub poméc w szacowania ryzyka odpowiednich chordb
w badaniach epidemiologicznych. W ostatnich latach coraz czesciej wykorzystywano wspomniane
technologie do badania wariantéw w farmakogenach w duzych i zréznicowanych populacjach
etnicznych, z réznych regiondw sSwiata (Xiao i in., 2020a; Yee i in., 2018). Wraz ze wzrostem
dostepnosci informacji o genotypie, réznice genetyczne miedzy grupami etnicznymi sg ujawniane
z coraz wiekszg rozdzielczosciag. W badaniach stwierdzano silne réznice w dystrybucji wariantéw
i funkcjonalnosci genéw miedzy gtéwnymi grupami etnicznymi, a co wiecej, dane te sugeruja, ze
wyrazne rdznice genetyczne mogg istnie¢ nawet w stosunkowo matych regionach geograficznych
(Zhou i Lauschke, 2022). W ostatnim duzym badaniu charakteryzujgcym geny kodujgce nadrodzine
biatek ABC, w kilku duzych grupach etnogeograficznych, wykazano m.in. duze miedzyosobnicze jak
i miedzypopulacyjne zréznicowanie pod tym wzgledem (Xiao i in., 2020a). Nie zostato jednak
wykazane czy jest ono na tyle istotne, ze pozwala zréznicowac populacje o podobnym pochodzeniu
etnicznym, jak populacje polska od innych europejskich. Wskazywatoby to wéwczas na indywidualny
profil genetyczny nadrodziny biatek ABC w kazdej populacji, takze polskiej, co mogtoby wptyna¢ na
schematy we wprowadzaniu medycyny spersonalizowanej w réznych populacjach. Prace badawcze
W niniejszej rozprawie sg pierwszymi, ktore w tak kompleksowy sposéb podejmujg temat zmiennosci

gendéw kodujacych catg nadrodzine biatek ABC w polskiej populacji.
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Tabela 1. Geny kodujgce nadrodzine biatek ABC u cztowieka.

Gen Lokalizacja w , Polozenlfe.bw Aliasy® Funkcje biatka® ¢ Zwigzek w.arlantow ger,u-:.tycz.nych z ,
chromosomie” sekwencji chorobami lub opornoscig wielolekowa
ABCA1 9g31.1 104781006-104928155 ABC-1, ABC1, CERP, HDLDT1, transport fosfolipidéw i cholesterolu; tworzenie choroba tangierska
TGD HDL
transporter lipiddw i homeostaza cholesterolu; zaburzenia rozwoju intelektualnego ze
ABCA2 9g34.3 137007234-137028915 ABC2 P . P . . ! stabym wzrostem z lub bez drgawek lub
regulacja wytwarzania amyloidu-beta .
ataksja
ABC-C, ABC3, EST111653, transport fosfolipidéw; usuwanie cholesterolu; e
ABCA3 16p13.3 2275881-2340746 LBM180, SMDP3 homeostaza surfaktanta ptucnego $rédmigzszowa choroba ptuc
ABC10, ABCR, ARMD?2, choroba Stargardta;
ABCA4 1p22.1 93992834-94121148 CORD3, FFM, RMP, RP19, transport pochodnych retinylowych barwnikowe zwyrodnienie siatkdwki;
STGD, STGD1 dystrofia czopkowo-precikowa
ABCA5 17924.3 69244311-69327244 ABC13, EST90625 transport cholesterolu; tworzenie HDL W{Okn.ISt?SC dzigset z nadmiernym
owtosieniem
ABCA6 17q24.2-q243  69078702-69141895  EST155051 transport lipidéw i homeostaza cholesterolu w
makrofagach
transport fosfolipidéw i cholesterolu; organizacja
ABCA7 19p13.3 1039997-1065572 ABCA-SSN, ABCX, AD9 tratw lipidowych; fagocytoza makrofagow; choroba Alzheimera
regulacja wytwarzania amyloidu-beta
ABCA8 17924.2 68867289-68955392 transport cholesterolu; produkcja sfingomieliny
ABCA9 17q24.2 68974488-69060949  EST640918 transport lipidow oraz homeostaza cholesterolu;
réznicowanie monocytow
ABCA10 1724.3 69147214-69244846  EST698739 transport lipidow oraz homeostaza cholesterolu,
réznicowanie monocytow
ABCA12 2935 214931542-215138626  ARCI4A, ARCI4B, ICR2B, LI2 transport lipidéw i homeostaza cholesterolu rybia tuska arlekinowa
ABCA13 7p12.3 48171458-48647497 transport cholesterolu
ABCB1 7921.12 87503017-87713323 ABC20, CD243, CLCS, GP170, transport ksenobiotykdw; transport lipidow nieswoiste zapalenie jelit;

MDR1, P-GP, PGY1

opornos¢ wielolekowa




Lokalizacja w

Potozenie w

Zwigzek wariantow genetycznych z

. c . . d, e
Gen chromosomie® sekwencjib Aliasy Funkcje biatka chorobami lub opornoscia wielolekow:-;d
ABC17, APT1, D6S114E, PSF-
TAP1 (ABCB2) 6p21.32 32845209-32853816 1, PSF1, RING4, transport antygenow peptydowych MHC | zespot nagich limfocytow
TAPIN*0102N
TAP2 (ABCB3) 6p21.32 32821833-32838739 ,:B'SleSZ, ARPILZG’EGSZUE’ PSF- transport antygenow peptydowych MHC | zespot nagich limfocytow
ABC21, GBD1, ICP3, MDR2, s . postepujaca rodzinna wewnatrzwatrobowa
ABCB4 7921.12 87401696-87480435 MDR2/3, MDR3, PFIC-3, PGY3 transport fosfolipidéw do z6tci cholestaza
ABCB5 7p21.1 20615667-20777038 ABCB5alphabeta, EST422562 rozwoj i naprawa rogowki
— . .y dyschromatoza uniwersalna;
ABCB6 2935 219209772-219218994  1BC LAN, MTABCS3, PRP, transport porfiryn; transport jonéw metali; mikroftalmia izolowana, z coloboma;
umat fenotyp grupy krwi Lan . . Lo
rodzinna pseudohiperkaliemia
ABCB7 Xq13.3 75051048-75156732 é?‘ff&()ASS?,ASTI Atm1p, transport i homeostaza zelaza niedokrwistos¢ syderoblastyczna z ataksjg
kanat potasowy w mitochondrium; transport
ABCBS8 7936.1 151028422-151047782  EST328128, M-ABC1, MABC1 selaza
ABCB9 12¢24.31 122920951-122981649  EST122234, TAPL transport peptyddéw do lizosomow
transport mitochondrialny; biosynteza hemu i
ABCB10 1942.13 229516582-229558707  EST20237, M-ABC2, MTABC2 )
hemoglobiny
ABC16, BRIC2, BSEP, PFIC-2, transport soli zétciowych do zétci; homeostaza postepujgca rodzinna cholestaza
ABCBI11 2q31.1 168915498-169031324 PFIC2, PGY4, SPGP lipidow, cholesterolu, kwasow zétciowych wewnatrzwatrobowa
transport aniondéw organicznych i )
ABCC1 16p13.11 15049138-16143257  ~BC29,ABCC,GS-X, MRP, | obiotykéw; transport koniugatow glutationu  &1-Not
MRP1 . - . opornos¢ wielolekowa
i glukuronidéw, leukotrienu C4
transport ksenobiotykdw; transport koniugatow , . .
ABCC2 10qg24.2 99782640-99852594 ABC30, CMOAT, D5, MRP2, siarczanu, glukuronidéw i glutationu; transport zespot I?l'mea Johnsona;
cMRP e o opornos¢ wielolekowa
bilirubiny; transport soli zétciowych
transport ksenobiotykdw; transport koniugatow
ABCC3 17921.33 50634777-50692253 ABC31, EST90757, MLP2, glukuronianu i glutationu, leukotrienu C4; opornos$¢ wielolekowa

MOAT - D, MRP3, cMOAT2

transport soli zétciowych




Gen Lokalizacja w , Polozenlfe.bw Aliasy® Funkcje biatka® ¢ Zwigzek w.arlantow ger,u-:.tycz.nych z ,
chromosomie” sekwencji chorobami lub opornoscig wielolekowa
transport cyklicznych nukleotydéw (cAMP,
ABCC4 13g32.1 95019835-95301475  MOAT-B, MOATB, MRP4 CGMP), kwasow 26fciowych, koniugatow opornosc wielolekowa
steroidowych, leukotrienéw, moczanu i
prostaglandyn
ABC33, EST277145, MOAT-C,  transport ksenobiotykdéw; transport cyklicznych
ABCC5 3g27.1 183919934-184017939 MOATC, MRP5, SMRP, nukleotydéw (cAMP, cGMP), kwasu foliowego, opornos¢ wielolekowa
pABC11 hemu
ABC34, ARA, EST349056, transport ksenobiotykdw; transport koniugatow kepki z6tte rzekome (Pseudoxanthoma
GACI2, MLP1, MOAT-E, glutationu, leukotrienu C4; uwalnianie ATP do elasticum);
ABCCE 16p13.11 16149565-16223522 MOATE, MRP6, PXE, PXE1, krwiobiegu; hamuje apoptoze, w ktdrej zwapnienie tetnic w okresie niemowlecym;
URG7 posredniczy TNF-alfa opornos¢ wielolekowa
ABC35, CF/MRP, MRP7, TNR-  transport jonow chlorkowych; homeostaza mukowiscydoza;
CFTR (ABCC7) 74312 117287120-117715971 CFTR, dJ760C5.1 ptynéw w drogach oddechowych wrodzony obustronny brak nasieniowoddéw
ABC36, HHFL, HI, HRINS, regulator transportu jonéw potasowych w rc::::;:ae:tlrf:gcll:ﬁrznfahrzz\e;\ll:)r:’:ﬂz)ivrgl'czna;
ABCCE 11p15.1 17392498-17476834 MRP8, PHHI, SUR, SURL, trzgustce' uwaInFi)anie iJnsuIin i ! prze's’ciowa cukrz c\; noworodkéw; I
SUR1delta2, TNDM2 : y przejsciowa cuxrzy i
hipoglikemia wywotana leucyng
kardiomiopatia rozstrzeniowa;
s L, rodzinne migotanie przedsionkdw;
ABCC9 12p12.1 21797389-21942543 ABC37, ATFB12, CANTU, kan.a’r potasowy w migsniu sercowym, migsniach osteochondrodysplazja hipertrychotyczna;
CMD10, SUR2 szkieletowych, naczyniowych i gtadkich . N . .
niepetnosprawnos¢ intelektualna i zespot
miopatii
transport ksenobiotykéw; transport
ABCC10 6p21.1 43427366-43450427 EST182763, MRP7, SIMRP7 glukuronidéw i koniugatow glutationu, w tym opornos¢ wielolekowa
leukotrienu C4
transport ksenobiotykéw; transport cyklicznych
ABCC11 16q12.1 48165773-48247568  EWWD, MRP8, WW nukleotyddw, 5-koniugatéw glutationu, opornosé wielolekowa
leukotrienu C4, siarczandw steroidow,
glukuroniddéw, koniugatow kwaséw zétciowych
ABCC12 16g12.1 48080882-48156018 MRP9 funkcja nieokreslona
transport dtugotancuchowych kwaséw
ABCD1 Xq28 153724856-153744755  ABC42, ALD, ALDP, AMN tuszczowych do peroksysomu; udziaf w procesie o1 oy strofia

mielinizacji; odpowiedzi komdrkowej na stres
oksydacyjny i odpowiedzi zapalnej




Gen Lokalizacja w , Polozenlfe.bw Aliasy® Funkcje biatka® ¢ Zwigzek w.arlantow ger,u-:.tycz.nych z ,
chromosomie” sekwencji chorobami lub opornoscig wielolekowa
ABCD2 12q12 39550033-39619803 ABC39, ALDL1, ALDR, ALDRP, transport dtugotaricuchowych kwaséw
hALDR ttuszczowych do peroksysomu
ABC43, CBASS5, PMP70, transport dtugotaricuchowych kwaséw wrodzony defekt syntezy kwaséw
ABCD3 1p21.3 94418389-94518666 PXMP1, ZWS2 ttuszczowych i zétciowych do peroksysomu 26tciowych
ABC41, EST352188, MAHCJ, . . , . . .
ABCD4 14924.3 74285269-74303055 P70R, P79R, PMPG9, PXMPIL transport kobalaminy z lizosoméw do cytozolu kwasica metylomalonowa i homocystynuria
kontrola translacji - uwalnianie
ABCE1 4g31.21 145098288-145129524 ABC38, OABP, RLI, RLI1, niefunkcjonalnych rybosomow i degradacja
RNASEL1, RNASELI, RNS4I .\ .
uszkodzonych mRNA w szlaku "No-Go Decay
ABCF1 6p21.33 30571393-30597179 ABC27, ABC50 regulacja wydajnej inicjacji translacji mRNA
ABC28, EST133090, HUSSY- - ,
ABCF2 70936.1 151211484-151227205 18, HUSSY18 funkcja nieokreslona
ABCF3 3q27.1 184186095-184194012  EST201864 udziat w obronie przeciwwirusowej; przytaczanie
kadheryny
ABCG1 21g22.3 42199689-42297244 ABC8, WHITE1 transport fosfolipidéw i cholesterolu
ABC15, ABCP, BCRP, BCRP1, transport ksenobiotykéw; transport steroidéw,
BMDP, CD338, CDw338, koniugatow siarczanowych, moczanu; wptyw na stezenie kwasu moczowego;
ABCG2 4q22.1 88090150-88231628 EST157481, GOUT1, MRX, homeostaza porfiryn i hemu; fenotyp grupy krwi opornos¢ wielolekowa
MXR, MXR-1, MXR1, UAQTL1 Jr
transport steroli, cholestrolu; tworzenie HDL;
ABCG4 11923.3 119149052-119162653  WHITE2 zwigzany z transportem amyloidu-beta; udziat w
indukcji apoptozy
transport steroli roslinnych i cholesterolu; . .
ABCG5 2p21 43812472-43838865 STSL . . sitosterolemia
usuwanie ich do zéfci
ABCGS 2021 43831942-43882988  GBDA4 transport steroli roslinnych i cholesterolu; sitosterolemia

usuwanie ich do zétci

d_ wedtug bazy HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC); b_ wedtug sekwencji referencyjnej GRCh38/hg38; - wedtug bazy NCBI Gene; d

e wedtug bazy Gene Ontology.

— wedtug bazy UniProtKB/Swiss-Prot;



2. CEL PRACY | HIPOTEZY BADAWCZE

Gtéwnym celem pracy byta charakterystyka zmiennosci gendéw kodujgcych biatka ABC
w populacji polskiej i poréwnanie otrzymanych wynikédw z dostepnymi danymi dla innych populacji,
zaréwno o odrebnym pochodzeniu etnicznym, jak i rowniez dla innych populacji o pochodzeniu
europejskim. Prace realizowane w ramach obecnej rozprawy wpisujg sie w obecny nurt badan
obejmujgcy genetyczne podstawy zrdznicowania miedzypopulacyjnego w obrebie gendw kodujgcych
transportery o znaczeniu farmakogenetycznym i epidemiologicznym.

Do realizacji celu gtéwnego pracy postawiono nastepujgce hipotezy badawcze:
Hipoteza badawcza nr 1
Ze wzgledu na wiele kluczowych funkcji jakie petnig biatka ABC, geny je kodujgce sg wysoce
zakonserwowane i wiekszo$¢ obserwowanej zmiennosci w ich sekwencjach stanowi zmiennosc
o charakterze rzadkim (MAF <0,05).
Hipoteza badawcza nr 2
Populacja polska, pod wzgledem zmiennos$ci w genach kodujgcych biatka ABC, istotnie rézni sie od
populacji o innych pochodzeniu etnicznym, jak populacji wschodnioazjatyckich czy afrykanskich.
Hipoteza badawcza nr 3
Populacja polska, pod wzgledem zmiennosci w genach kodujgcych biatka ABC, istotnie rézni sie od

innych populacji referencyjnych o pochodzeniu europejskim.

Powyiszg hipoteze zweryfikowano poprzez osiggniecie kolejnych celow szczegétowych:

1. Opracowanie metodyki skanowania sekwencji kodujgcych biatka ABC z wykorzystaniem metody
topnienia produktéw PCR w wysokiej rozdzielczosci (HRM).

2. Przeskanowanie sekwencji kodujgcych dwa transportery ABC zwigzane ze zjawiskiem MDR (ABCC1,
ABCG2) w prébkach od ochotnikdw z polskiej populacji i poréwnanie uzyskanych wynikéw z danymi
dla innych populacji.

3. Klastrowanie prébek od ochotnikéw z polskiej populacji i z innych referencyjnych populacji na
podstawie zmiennosci gendéw catej nadrodziny biatek ABC.

W zwigzku z weryfikacjg i odrzuceniem hipotezy badawczej nr 3 postawiono kolejny cel:

4. ldentyfikacja wariantéw, gendéw lub procesow z jakimi zwigzane sg biatka ABC, ktére odpowiadajg
za uzyskany wynik klastrowania probek od ochotnikdw z populacji polskiej i z referencyjnych

populacji europejskich.
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3. MATERIALY | METODY
3.1. Syntetyczny opis materiatéw i metod przedstawionych w cyklu publikacji wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej
3.1.1. Prébki genomowego DNA

W latach 2010-2012, w ramach projektu ,TESTOPLEK — Rola transporterow opornosci
wielolekowej w farmakokinetyce i toksykologii — testy in vitro w praktyce farmaceutycznej
i klinicznej”, realizowanego w Katedrze Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu tédzkiego, zebrano
kolekcje ponad 10 000 prdébek Sliny od niespokrewnionych ochotnikdéw z terenu catej Polski. W 2013
zostata ona zarejestrowana w katalogu sieci Infrastruktura Badawcza Biobankéw i Zasobdw
Biomolekularnych (BBMRI, ang. Biobanks and BioMolecular resources Research Infrastructure) pod
akronimem POPULOUS (POPUlation — LOdz UniverSity Biobank) i zdeponowana w Pracowni Biobank
Katedry Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu tédzkiego (Dobrowolska i in., 2019; Strapagiel i in.,
2016). Kazdy ochotnik wyrazit pisemng, swiadomg zgode na udziat w badaniu i wypetnit
kwestionariusz. Badania uzyskaty zgody Komisji Bioetyki Badarh Naukowych Uniwersytetu tédzkiego.

Genomowe DNA zostato wyizolowane z prébek sliny przy uzyciu platformy MagNA Pure LC
2.0 (Roche, Bazylea, Szwaijcaria) i po wewnetrznej kontroli ilosSciowej oraz jakosciowej, metodg PCR
w celu okreslenia ptci (Strapagiel i in., 2019), a jego stezenie zostato znormalizowane dla wszystkich
prébek do wartosci 200 pg/ul.

Do badania zmiennos$ci genu ABCC1 metodg skanowania (ang. scanning/screening method),
z wykorzystaniem metody topnienia produktéw PCR w wysokiej rozdzielczosci (HRM, ang. High
Resolution Melting), zostata wybrana grupa 190 losowych probek DNA z kolekcji POPULOUS. Do
oceny czestosci wystepowania specyficznych wariantow w ABCC1 z wykorzystaniem HRM metodg
celowanego genotypowania (ang. targeted genotyping method) wybrano z kolei 380 innych prébek
(zatacznik nr 1). Do badania zmiennosci genu ABCG2 metodg skanowania wybrano nastepng pule 190
probek DNA z kolekcji POPULOUS (Zatacznik nr 2). W kazdym badaniu prébki DNA zebrane byty
odpowiednio na ptytkach 96-fiolkowych (kazda z ptytek zawierata réwniez pojedynczg préobke z wodg

jako kontrolg negatywna reakgc;ji).

3.1.2. Metoda skanowania genéw ABCC1 i ABCG2 z wykorzystaniem HRM

Metoda HRM opiera sie na precyzyjnym pomiarze profilu topnienia dwuniciowego DNA.
Temperatura topnienia zalezy od dtugosci i sktadu nukleotydowego produktu PCR, a zatem zmiana
nawet pojedynczej zasady generuje inng krzywg topnienia w poréwnaniu do pozostatych proébek,
dzieki czemu mozna wykry¢ jednoczesnie wiele wariantéw genetycznych tworzgcych odrebne klastry
topnienia. PCR w czasie rzeczywistym z nastepujgcym bezposrednio po nim etapem topnienia

przeprowadzano na ptytkach 384-dotkowych z uzyciem systemu Bio-Rad CFX384™ (Bio-Rad
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Laboratories Inc., Hercules, USA), w duplikacie dla kazdej prébki. Skanowaniu w poszukiwaniu
wariantow genetycznych podlegaty sekwencje eksondéw i ich granice z intronami, uwazane za
najwazniejsze obszary gendw, jako kodujace oraz mogace mie¢ wpltyw na poziom ekspresji lub
alternatywny splicing. Aby zapewni¢ akceptowalng rozdzielczo$¢ topnienia odpowiednig dla
wykrywania wariantéw, w przypadku skanowania maksymalna dtugos¢ topionego produktu PCR
nigdy nie przekraczata 250 par zasad. W zwigzku z tym, wiele dtugich eksonéw musiato zostaé
podzielonych na osobno skanowane i zazebiajgce sie obszary, co w przypadku skanowania ABCC1

dato w sumie 51 fragmentéw do analizy (Zatgcznik nr 1), a w przypadku ABCG2 — 24 (Zatgcznik nr 2).

3.1.3. Metoda genotypowania wariantow w ABCC1 z wykorzystaniem HRM

Roéwnolegle do badania zmiennosci genu ABCC1 metodg skanowania, z wykorzystaniem HRM
przeprowadzono takze genotypowanie wyselekcjonowanych wariantéw w tym genie, aby porownaé
wyniki z obu metod i oceni¢ w ten sposéb poprawnos¢ dziatania metody skanowania. Na podstawie
baz danych lub doniesien literaturowych wybrano w tym celu 17 polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu (SNP, ang. Single Nucleotide Polymorphism), interesujacych ze wzgledu na wysokg
polimorficznos$é lub potencjalne znaczenie kliniczne. Wykorzystana metodyka byfa taka sama jak
w przypadku podejscia opartego na skanowaniu, jednak w tym przypadku starano sie skrdcié dtugosc
analizowanego fragmentu jak to tylko byto mozliwe, aby zredukowac¢ ryzyko detekcji wariantu innego
niz celowany. Maksymalna dtugo$¢ badanego produktu PCR zatem nie przekraczata 125 par zasad

(zatacznik nr 1).

3.1.4. Weryfikacja wynikow HRM z wykorzystaniem sekwencjonowania metoda Sangera

Analize krzywych topnienia prowadzono stosujgc oprogramowanie Bio-Rad Precision Melt
Analysis Software, wersja 1.2 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). Wyniki topnienia dla
kazdej ptytki z prébkami DNA analizowano oddzielnie, aby uniknag¢ fatszywie pozytywnych wynikéw
(Stomka i in., 2017). Aby zweryfikowac¢ uzyskane wyniki zmiennosci genetycznej na podstawie HRM,
za kazdym razem wybierano po kilka prébek, reprezentujacych kazdy klaster topnienia, do
sekwencjonowania metodg Sangera. W przypadku gdy licznos¢ klastra byta mniejsza niz cztery prébki
w metodzie skanowania (Zatgcznik nr 1 i 2), lub mniejsza niz trzy prébki w metodzie genotypowania
(zatacznik nr 1), sekwencjonowano metodg Sangera wszystkie probki z klastra.

Woyselekcjonowane prébki przygotowano metodg PCR, poddano reakcji sekwencjonowania
z uzyciem BigDye Terminator V3.1 (Applied Biosystems, USA), a produkt sekwencjonowania
oczyszczono stosujgc zestaw BigDye X-Terminator (Applied Biosystems, USA). Nastepnie kazdy
oczyszczony produkt analizowano uzywajgc 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). Ten

etap prac wykonano we wspédtpracy z Instytutem Biologii Medycznej PAN w todzi.
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3.1.5. Analiza zmiennosci genetycznej ABCC1 i ABCG2

Wyniki sekwencjonowania analizowano za pomocg oprogramowania CodonCode Aligner
(CodonCode Corporation, Centerville, NY, USA), stosujac jako referencje odpowiednie sekwencje
genomowego DNA dla ABCC1 (Zatacznik nr 1) i ABCG2 (Zatacznik nr 2) pozyskane z bazy GenBank.
Wyniki sekwencjonowania wybranych probek poréwnano z odpowiednimi klastrami topnienia i na tej
podstawie ustalono genotyp dla kazdego klastra, a dzieki temu, dla kazdej probki. Kazdemu
z wykrytych wariantdw przypisano odpowiednig nomenklature, tj. identyfikatory z bazy dbSNP
(numery rs) oraz, w oparciu o sekwencje referencyjne, pozycje w DNA wzgledem kodujacej
sekwencji, a dla wariantéw wykrytych w eksonach, takze pozycje kodowanego aminokwasu w biatku
(zatacznik nr1i 2).

Zgodnos¢ zaobserwowanego rozktadu genotypdéw z prawem Hardy’ego-Weinberga zostata
zweryfikowana dla wszystkich wykrytych wariantéw testem doktadnym (ang. Hardy-Weinberg
equilibrium exact test), zgodnym jesli p >0,001.

Dla kazdego z wykrytych wariantéw zostata obliczona czestos¢ wystepowania jego rzadszego
allelu. Tego parametru uzywano przy poréwnaniu wynikéw uzyskanych z metod skanowania
i genotypowania ABCC1, z wykorzystaniem testu chi-kwadrat dla liczby alleli, z poprawka Yatesa jesli
jakakolwiek ilos¢ alleli byta mniejsza niz piec (istotne, jesli wartos¢ p <0,05) (Zatgcznik nr 1). W ten
sam sposOb poréwnano uzyskane wyniki zmiennosci genetycznej ABCC1 i ABCG2 z dostepnymi

danymi literaturowymi dla innych populacji (Zatagcznik nr 1 2).

3.1.6. Analiza nierownowagi sprzezen i blokéw haplotypowych ABCC1 i ABCG2

Analize nieréwnowagi sprzezen (LD, ang. linkage diseqilibrium) i blokéw haplotypéw dla
ABCC1 i ABCG2 przeprowadzono za pomocg programu Haploview 4.2. Ocene LD wykonano dla kazdej
pary wykrytych wariantéw uzywajac parametréw |D’| i r* (Zatacznik nr 1 i 2). Uzyskane wyniki obu
tych parametrow w trakcie analizy ABCG2 poréwnano z dostepnymi danymi populacyjnymi za
pomocg narzedzia LDmatrix z pakietu LDlink (Zatgcznik nr 2).

Identyfikacje blokéw haplotypych w ABCC1 przeprowadzono z wykorzystaniem metody
opisanej przez Gabriela i in. (2002), zgodnie z ktéra podczas tworzenia blokéw wykluczono
polimorfizmy z MAF <0,05 i uwzgledniono ostatecznie 16 wariantéw (Zatgcznik nr 1). Z kolei
identyfikacje blokéw haplotypych w ABCG2 wykonano na podstawie tzw. testu czterech gamet (ang.
four-gamete test) (Wang i in., 2002), ze wzgledu na ogdtem niewielkg ilos¢ wykrytych wariantow,
a dla haplotypow z kazdego bloku przeprowadzono analize sieci za pomocg narzedzia Network 10

(zatacznik nr 2).
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3.1.7. Analiza potencjalnego efektu wykrytych wariantéw missensownych na funkcjonalnos¢ biatka

Przewidywanie efektu wariantéw missensownych (zmiany sensu), wykrytych w sekwencji
ABCC1, na funkcjonalnos¢ i strukture biatka wykonano za pomocga narzedzia in silico PolyPhen-2
(zatacznik nr 1). Do takiej analizy wariantéw, wykrytych w ABCG2, postuzono sie ponadto narzedziem

SIFT oraz ztozonymi metodami przewidywania patogenicznosci REVEL i MetalR (Zatgcznik nr 2).
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3.2. Opis materiatéw i metod dla badan nieopublikowanych, wchodzacych w skiad rozprawy
doktorskiej
3.2.1. Prébki genomowego DNA

Prébki z polskiej populacji pochodzity od 6481 ochotnikow z powyzej opisanej kolekcji
POPULOUS oraz od 179 ochotnikéw, pochodzacych z wytypowanych regiondw geograficznych, grup
kulturowych lub mniejszosci etnicznych na terenie Polski, zebranych w ramach projektu ,Cyfrowe
udostepnianie zasobow biomolekularnych i opisowych Biobanku i Katedry Antropologii Uniwersytetu
tédzkiego — charakterystyka populacji zamieszkujgcych tereny dzisiejszej Polski na przestrzeni
dziejéw. Platforma informacyjna e-Czlowiek.pl”, realizowanego w Pracowni Biobank i Katedrze
Antropologii Uniwersytetu todzkiego. Ta mniejsza grupa probek byta reprezentowana przez
przedstawicieli spofecznosci: Karaiméw, polskich Tataréw, polskich Ormian, Podhalan, Kurpidw,
Slgzakéw i Hrubieszowian. Zgode na badania wyrazita Komisja Bioetyki Badan Naukowych
Uniwersytetu tédzkiego. Wszyscy badani wyrazili pisemng, Swiadomga zgode na udziat w badaniu oraz
wypetnili kwestionariusze.

Prébki sliny, zebrane byty w fiolkach do dtugoterminowego przechowywania DNA Oragene
OG-500 (DNA Genotek, Kanata, Kanada). Dla kazdej przeprowadzono manualng izolacje
genomowego DNA z 500 ul sliny, zgodnie z dedykowanym protokotem producenta (PrepitL2P, PD-PR-
052, DNA Genotek, Kanata, ON, Kanada). Wszystkie probki DNA, zakwalifikowane do genotypowania
z wykorzystaniem mikromacierzy, przeszty najpierw wnikliwg, wewnetrzng kontrole jakosci, tj.
stezenie DNA >50 ng/ul (mierzono zestawem Quant-iT™ dsDNA Broad Range Assay Kit (Invitrogen™,
Carlsbad, CA, USA), zgodnie z protokotem producenta) oraz okreslenie ptci metodg PCR (Strapagiel i

in., 2019). Prébki DNA ostatecznie normalizowano do stezenia 50 ng/pl.

3.2.2. Genotypowanie z wykorzystaniem mikromacierzy

5625 prébek DNA wiaczonych do badania z kolekcji POPULOUS zgenotypowano przy uzyciu
mikromacierzy 24x1 Infinium HTS Human Core Exome (lllumina Inc., San Diego, CA, USA). Z kolei na
mikromacierzach Infinium Multi-Ethnic Global-8 v1.0 (lllumina Inc.) zgenotypowano kolejnych 856
probek DNA z kolekcji POPULOUS oraz 179 probek DNA od przedstawicieli polskich regiondw
geograficznych, grup kulturowych lub mniejszosci etnicznych. Te dwa zestawy mikromacierzy réznity
sie pulg oraz iloscig wariantow jakie byly mozliwe do zgenotypowania z uzyciem kazdego z nich
(551 945 wariantéw w Infinium HTS Human Core Exome oraz 1 779 819 wariantow w Infinium Multi-
Ethnic). Procedure genotypowania przeprowadzono zgodnie z protokotami dostarczonymi przez
producenta. W skréocie, DNA poddano amplifikacji, pofragmentowano enzymatycznie
i zhybrydyzowano do szkietek mikromacierzowych, na ktérych przeprowadzono nastepnie synteze

nukleotydowa w pozycjach wariantow i wybarwianie. Szkietka zostaty zeskanowane za pomocg iScan
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(Ilumina Inc.). Surowe pomiary intensywnosci fluorescencji, w celu przeprowadzenia kontroli jakosci,
wprowadzono do oprogramowania GenomeStudio 2.0 (lllumina, Inc.) z wykorzystaniem modutu
Genotyping (Illumina Inc.). Wszystkie prébki spetnity kryteria kwalifikujgce, jesli wykazaty parametr
Call Rate 20,98 oraz parametr 10% GenCall >0,4. Warianty z nieprawidtowo sklastrowanym
genotypem, wieloalleliczne SNP, nie spetniajgce prawa Hardy’ego-Weinberga na podstawie testu
doktadnego (p <0,001) oraz polimorfizmy zlokalizowane na chromosomach ptciowych, zostaty

wykluczone z dalszej analizy.

3.2.3. Dane dla populacji referencyjnych

Dane dla populacji referencyjnych z catego swiata pozyskano z bazy danych 1000 Genomes
Project, na podstawie zintegrowanych plikéw Variant Call Format (VCF) z fazy trzeciej projektu (Auton
i in., 2015). W bazie tgcznie 26 rdéznych populacji zaklasyfikowane zostato do pieciu regiondéw
geograficznych z catego Swiata, przy czym do przynaleznosci populacji brane byto pod uwage

pochodzenie etniczne (Tab. 2).

Tabela 2. Populacje referencyjne z bazy 1000 Genomes Project wziete do analiz w rozprawie.

Kod wspdlnego

gzsulacji Opis populacji N regionu ‘A:::;::ﬁzilsn
geograficznego
CHB Chinczycy Han z Pekinu, Chiny 103
JPT Japonczycy z Tokio, Japonia 104
CHS potudniowi Chinczycy Han 105 EAS Azja Wschodnia
CDX Chinczycy Dai w Xishuangbanna, Chiny 93
KHV Wietnamczycy Kinh z Ho Chi Minh, Wietnam 99
Mieszkancy Utah o rodowodzie z p6tnocnej lub
CEU . 99
zachodniej Europy
TSI Toskanczycy we Wtoszech 107 EUR Europa
FIN Finowie z Finlandii 99
GBR Brytyjczycy z Anglii i Szkocji 91
IBS Iberyjczycy z Hiszpanii 107
YRI Jorubowie z Ibadan, Nigeria 108
LWK Luhja z Webuye, Kenia 99
GWD Gambijczycy z zachodniej Gambii 113
MSL Mende z Sierra Leone 85 AFR Afryka
ESN Esan z Nigerii 99
ASW Amerykanie z USA o rodowodzie afrykanskim 61
ACB Mieszkancy Barbadosu o rodowodzie afrykanskim 96
MXL Meksykanie z Los Angeles, USA 64 .
PUR Mieszkancy Puerto Rico 104 M|eszar1e
N . . AMR populacje z
CLM Kolumbijczycy z Medellin, Kolumbia 94 Ameryki
PEL Peruwianczycy z Limy, Peru 85
GIH Hindusi Gudzarati, z Houston w Teksasie, USA 103
PIL Pendzabczycy z Lahore, Pakistan 96
BEB Bengalczycy z Bangladeszu 86 SAS Azja Potudniowa
STU Tamilowie ze Sri Lanki, z W. Brytanii 102
ITU Hindusi Telugu z W. Brytanii 102
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3.2.4. Imputacja genotypu

Dane uzyskane z genotypowania z wykorzystaniem mikromacierzy w celu imputacji
przygotowano zgodnie z wytycznymi dostepnymi na stronie serwera TopMed. Allele w badanych
wariantach zostaty uzgodnione wedtug referencji zgodnej z GRCh37/hg19. Nastepnie dane zostaty
podzielone na chromosomy i sfazowane. Dane z genotypowania dla obu rodzajow mikromacierzy
zostaty przygotowane jako oddzielne zbiory. Tak przygotowane dane przestano na serwer TopMed,
gdzie nastgpita docelowa imputacja z uzyciem narzedzia »,minimac”
(https://genome.sph.umich.edu/wiki/Minimac/). W pierwszej fazie imputacji zostata wykonana
kontrola jakosci danych, w tym usuniecie wariantéw monomorficznych oraz takich, ktérych rozktad
czestosci alleli byt niezgodny z prawem Hardy’ego-Weinberga. Nastepnie zidentyfikowane zostaty
warianty referencyjne, wzgledem ktdrych budowany byt model imputacji. W loci, w ktérych nie byto
wariantow referencyjnych, imputacja nie zostata wykonana z sukcesem, w zwigzku z czym takich
genéw ABC niestety nie mozna byto uwzgledni¢ w kolejnych analizach (Tab. 3). Wytworzony zostat
raport, w ktérym zidentyfikowane zostaty warianty usuniete z analizy. Dane zimuptowane dostepne
byty w formie dawek allelu alternatywnego, co umozliwito zrandomizowane wywotfanie genotypu.

Dla ujednolicenia metody identyfikacji genotypu, dane catogenomowe pochodzgce z bazy
1000 Genomes Project zostaty rowniez zimputowane z uzyciem serwera TopMed wedtug opisanego
dalej schematu. Z plikdw VCF zostaty wywotane konkretne pozycje zgenotypowane z wykorzystaniem
mikromacierzy Infinium Multi-Ethnic. Na podstawie referencji GRCh37/hgl19 zostaty uzgodnione
allele i dane poddano fazowaniu. Po podzieleniu na chromosomy, pliki VCF zostaty wystane jako
oddzielne zbiory danych na serwer w celu imputacji. Finalnie, dane do analizy populacyjnej zostaty
uzyskane poprzez wyekstrahowanie ze zbioru danych konkretnych loci, w ktérych znajdujg sie
badane geny. Na tej podstawie wyfiltrowano wszystkie warianty z sekwencji genéw ABC, doliczajac
takze takie, ktore znajdowaty sie we flankujgcych fragmentach gendéw o ditugosci 5000 pz.
W przypadku jesli warianty znajdowaty sie w sekwencjach zachodzacych na siebie dwdch gendéw, byty

brane pod uwage dla obu z nich.

3.2.5. Analiza skalowania wielowymiarowego

Do analizy skalowania wielowymiarowego (MDS, ang. MultiDimensional Scale) wykorzystano
probki ze wszystkich populacji z bazy 1000 Genomes Project oraz probki zgenotypowane
z wykorzystaniem mikromacierzy Infinium Multi-Ethnic, ze wzgledu na wiekszg ilos¢ pokrywajgcych
sie wariantow, niz Infinium HTS Human Core Exome. Z dostepnych plikéw VCF dla 1000 Genomes
Project wywotane zostaty warianty zgenotypowane dla préobek z populacji polskiej. Nastepnie dla
potgczonych dwdch zbioréw danych zostata wykonana redukcja wymiaru z uzyciem metody MDS

zaimplementowanej w narzedziu PLINK.
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Tabela 3. Liczba wariantéw w genach ABC po imputacji dla obu rodzajéw mikromacierzy. Pozostatych

gendéw ABC, dla ktérych imputacja nie zostata zakoriczona z sukcesem, nie podano.

Gen Liczba wariantéw po imputacji dla Liczba wariantéw po imputacji dla
mikromacierzy Infinium Multi-Ethnic | mikromacierzy HTS Human Core Exome
ABCA2 3106 2992
ABCA3 8517 8022
ABCA7 3395 3213
ABCA12 20289 18852
ABCB5 18643 17429
ABCB6 1090 1011
ABCBS8 2419 2276
ABCB9 6642 6261
ABCB11 11627 10847
ABCC2 6340 5950
ABCC4 29549 27535
ABCC8 9434 8996
ABCC9 14275 13124
ABCC10 2410 2262
ABCC11 8517 8055
ABCC12 7649 7221
ABCD2 7547 6948
ABCD3 10593 9623
ABCD4 2215 2069
ABCF1 2321 2157
ABCF2 1688 1556
ABCG1 11735 11106
ABCG4 1391 1308
ABCG5,ABCGS8 9916 9322

3.2.6. Analiza IBS i redukcji wymiaru

Do analizy IBS (ang. Identity By State), z wariantéw otrzymanych po imputacji (Tab. 3)
wybrano tylko te, dla ktérych allel rzadszy w badanej puli prébek pojawit sie co najmniej pie¢ razy. Do
estymacji IBS zostat uzyty algorytm snpgdsIBS zaimplementowany w pakiecie SNPRelate. Nastepnie
dla tak zbudowanej macierzy IBS zdefiniowana zostata odlegto$¢ miedzy punktami danych jako
ujemny logl10(IBS). Ta macierz odlegtosci zostata nastepnie uzyta w analizie redukcji wymiaru
z uzyciem funkcji umap w pakiecie uwot, ktéry jest kompletng implementacjag metody UMAP.
Macierz zrzutowana zostata na trzy wymiary, przy czym dla doktadnego okreslenia sgsiedztwa, dla
kazdego punktu danych rozwazanych byto 20 najblizszych sasiednich punktow. Wizualizacja danych

po ,.zanurzeniu” odbyta sie z uzyciem pakietu plotly.
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3.2.7. Analiza ilosci klastrow

Do modelowania ilosci klastréw uzyty zostat tréjwymiarowy model Gaussowski,
z wyestymowang macierzg korelacji, zaimplementowany w pakiecie mclust. Do wyznaczenia ilosci
klastréw zostato uzyte Bayesowskie kryterium informacyjne (ang. Bayes Information Criterion) — przy
czym maksymalna ilos¢ klastrow ustalona zostata na 10. Gérne ograniczenie byto konieczne,
poniewaz algorytm miat tendencje do przeuczenia ze wzgledu na ilos¢ punktéw danych

i definiowania bardzo duzej (>40) ilosci skupien.

3.2.8. Identyfikacja wariantéw z rézng czestosciq alleli pomiedzy klastrami

Do detekcji wariantéw o réznej czestosci alleli pomiedzy klastrami uzyto nieparametrycznego
testu Kruskalla-Wallisa. Nie wprowadzono poprawek zwigzanych z wielokrotnym testowaniem
z uwagi na potrzebe detekcji catych haplotypdw (blokéw haplotypowych), ktére majg rézng czestosc

alleli pomiedzy skupieniami danych.

3.2.9. Analiza nierdwnowagi sprzezen
Do analizy nieréwnowagi sprzezen zostat uzyty algorytm snpgdsLDMat zaimplementowany
w pakiecie SNPRelate. Macierz LD dla par wariantéw na wspdlnym chromosomie obliczono uzywajac

metody ,,ztozonej miary” (ang. composite measure) nierownowagi sprzezen.

3.2.10. Analiza potencjalnego efektu wykrytych wariantéw missensownych na funkcjonalnos$é
biatka

Do przewidywania efektu wariantow missensownych, wykrytych w puli wariantéw o rdznej
czestosci alleli pomiedzy klastrami na funkcjonalnos$¢ biatka, wykorzystano program Variant Effect

Predictor (VEP), dostepny w bazie danych Ensembl. W tym celu uzyto narzedzi PolyPhen-2 oraz SIFT.

3.2.11. Analiza asocjacyjna catego genomu

Analiza zostata przeprowadzona z uzyciem pakietu GENESIS w s$rodowisku R. Po
przygotowaniu danych w odpowiednim formacie zostata wyestymowana macierz pokrewienstwa
(ang. kinship) z uzyciem metody KING-robust. Nie zostaty wykonane zadne poprawki na istotne
komponenty analizy redukcji wymiaru (PC-AiR, ang. Principal Components Analysis in Related
Samples) z uwagi na to, ze wéweczas zostatby usuniety sygnat zwigzany z podziatem na klastry.
Docelowa analiza asocjacyjna zostata wykonana w oparciu o mieszane modele liniowe z macierza
pokrewienstwa jako macierz korelacji modelu. Istotno$¢ kazdego wariantu w kontekscie modelu

addytywnego zostata oceniona z uzyciem “Score test”.
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3.2.12. Analiza asocjacyjna catego transkryptomu

Do oszacowania znaczenia genetycznej komponenty ekspresji zostaty uzyte bazy referencyjne
pochodzagce z modeli wykorzystujgcych pakiet glmnet dla danych z bazy GTEx, dostepne
w repozytorium IMlabtools (https://github.com/hakyimlab/MetaXcan). Do oszacowania zostaty
wykorzystane dane zimputowane oraz wszystkie dostepne w bazie modele narzaddw i ich struktur.
Wykorzystano narzedzie PrediXcan (po uprzedniej harmonizacji danych) oraz standardowy model
liniowy zaimplementowany w pakiecie limma w R — oznacza to wykonanie poprawki na wielokrotne

testowanie zgodne z metodg zaimplementowang w funkcji eBayes w pakiecie limma.

3.2.13. Analiza fenotypowa na podstawie zréznicowania populacji polskiej

Zwigzek pomiedzy otrzymanym klastrowaniem populacji polskiej a poszczegdlnymi
chorobami cywilizacyjnymi, na podstawie danych ankietowych ochotnikdw z kwestionariusza,
sprawdzono testem chi-kwadrat w tabeli 2x9, istotne jesli p <0,05. Zwigzek z chorobg konkretnych
klastréw byt oceniany na podstawie poréwnania réznic pomiedzy udziatem osdb zdrowych a tych

deklarujgcych chorobe, liczonych dla kazdego klastra.
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4. WYNIKI

4.1. Syntetyczne omoéwienie wynikdw przedstawionych w publikacjach wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej

4.1.1. Zatacznik nr 1

Stomka, M., Sobalska-Kwapis, M., Korycka-Machala, M., Bartosz, G., Dziadek, J. and Strapagiel, D.,
2015. Genetic variation of the ABC transporter gene ABCC1 (Multidrug resistance protein 1-MRP1) in
the Polish population. BMC Genet., 16: 114.

Dane uzyskane z badania metodg celowanego genotypowania postuzyty do weryfikacji
zaobserwowanych wynikéw zmiennosci genetycznej ABCC1 otrzymanych metodg skanowania i dzieki
temu do pordwnania dokfadnosci obu metod wykorzystujgcych HRM. Sposréd 17 SNP poddanych
celowanemu genotypowaniu, dla siedmiu nie wykazano zadnej zmiennosci tg metodg, ani tez nie
zostaty one znalezione podczas skanowania. Chociaz warianty te mogg mie¢ potencjalne znaczenie
kliniczne, to zidentyfikowano je wczesniej tylko podczas badan in vitro lub w populacjach innych niz
odmiany biatej cztowieka, stad ich niewykrycie w tym badaniu nie byto zaskakujgce. Z kolei wartosci
MAF uzyskane dla osmiu SNP obiema metodami byty dos¢ podobne i nieistotne statystycznie. Jedynie
w przypadku dwdch polimorfizméw stwierdzono marginalnie istotne réznice w wartosciach MAF
(0,05> p >0,01) pomiedzy obiema metodami, co jednak prawdopodobnie byto spowodowane
wielkoscig grupy badanej i niezaleznoscig grup probek badanych obiema metodami. Dane te
pozwolity stwierdzi¢, ze HRM jest wydajng i doktadng technikg zaréwno dla ukierunkowanego
genotypowania wybranych polimorfizméw, jak i do badania zmiennosci genetycznej w wiekszych
sekwencjach, w tym takze genach kodujgcych biatka z nadrodziny ABC.

W badaniu przeprowadzono kompletne skanowanie sekwencji 30 z 31 eksonéw ABCCI
w poszukiwaniu wariantéw polimorficznych w 190 prdbkach pochodzacych z populacji polskiej.
Jedynie ekson pierwszy nie zostat ostatecznie poddany badaniu z powodu problemdéw z amplifikacja
w trakcie PCR, jako region wyjatkowy bogaty w pary GC. W badaniu metodg skanowania znaleziono
w sumie 46 wariantdw polimorficznych. Duza ich czes¢, bo az 30, reprezentowata warianty rzadkie
(MAF <0,05), w tym siedem nie zgtoszonych jeszcze nigdy wczesniej w bazach danych. 21 wariantéw
typu SNP znajdowato sie w sekwencjach eksondw, a 11 z nich zidentyfikowano jako niesynonimiczne,
w tym jeden nowy SNP znaleziony w tym badaniu. Sposréd wszystkich wykrytych niesynonimicznych
wariantow tylko jeden, ¢.2012G>T (p.Gly671Val), wystepowat homozygotycznie i to jako wariant
czesty (MAF = 0,077). Pozostate SNP, ktdre zostaty znalezione w eksonach jako homozygotyczne byly
wariantami synonimicznymi. W sumie w eksonach znaleziono sze$¢ SNP, ktore mozna uznaé za
warianty czeste (MAF 20,05). Oprécz polimorfizmdéw w regionach kodujgcych, 23 SNP znajdowaty sie

w intronach, a jeden w sekwencji 3 UTR. Ponadto podczas skanowania znaleziono jedng delecje
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w sekwencji intronu, a dwa inne warianty polimorficzne zlokalizowane w intronach wystepowaty we
wszystkich prébkach wytgcznie jako homozygoty allelu niereferencyjnego.

Na podstawie dostepnych danych literaturowych dokonano poréwnania zaobserwowanej
W niniejszej pracy zmiennosci genetycznej w ABCC1 z t3 odnotowang w badaniach nad innymi
populacjami. W populacji polskiej wykryto zatem 18 wariantow, ktdre wystepowaty réwniez
w populacji japonskiej (Fukushima-Uesaka i in., 2007) oraz 13 wariantéw, ktére wykryto w populacji
chinskiej (Wang i in., 2004). Dla niektdrych wariantéw znalezionych w niniejszym badaniu
stwierdzono istotne réznice miedzy wartosciami MAF — trzy SNP wykryto z wyzszym MAF niz we
wspomnianych populacjach azjatyckich, z kolei siedem innych polimorfizméw miato wartos¢ MAF
istotnie nizszg od co najmniej jednej z tych populacji azjatyckich. Pordwnujgc natomiast uzyskane
wyniki z dostepnymi danymi publikacyjnymi dla innych populacji odmiany biatej, zidentyfikowano 25
wspdlnych wariantéw, ktérych wartos¢ MAF w zdecydowanej wiekszosci nie byta istotnie rézna niz
w populacji polskiej. Dodatkowo, ta sama grupa wariantéw zidentyfikowana réwniez w niniejszym
badaniu rdéznicowata opisywang populacje odmiany biatej od populacji pochodzenia azjatyckiego
(Wang i in., 2006). Wyniki te pozwolity wyciggna¢ wniosek, ze chociaz duza grupa wariantéw ma
podobne wartosci MAF u réznych populacji, to istniejg réwniez takie polimorfizmy, ktérych wartosci
MAF sg istotnie rézne. Przyczyng wykrytych réznic byto zatem najprawdopodobniej pochodzenie
etniczne donoréw prébek (Oselin i in., 2003), poniewaz opisywane rozbieznosci pomiedzy samymi
populacjami azjatyckimi byty mniejsze, niz miedzy nimi a populacjami odmiany biatej, w tym
populacjg polskg, jak w niniejszym badaniu.

W przeprowadzonej analizie nierbwnowagi sprzezen zostaty wykryte pary polimorfizmow
o silnym LD, a wyniki te okazaty sie by¢ bardzo podobne do tych uzyskanych dla populacji japoriskiej
(Fukushima-Uesaka i in., 2007). Na tej podstawie mozna wnioskowaé, Ze sprzezenia miedzy
specyficznymi wariantami sg wysoce zakonserwowane ewolucyjnie i wystepujg niezaleznie od
populacji. Analiza LD na podstawie danych dla dziewieciu SNP umozliwita zidentyfikowanie
w niniejszym badaniu 12 czestych haplotypdéw (czestos¢ >0,01) w czterech blokach. Osiem z tych SNP
zostato okreslonych in silico jako ,haplotype tag SNP” (htSNP), ktérych oznaczenie wystarcza do
wskazania haplotypu. Niewielkie zréznicowanie haplotypéw ABCC1 zaobserwowane w niniejszym
badaniu byto spdjne z danymi literaturowymi dla populacji pochodzenia europejskiego (Leschziner i
in., 2006). Wykryte bloki haplotypowe w populacji polskiej nie obejmowaty dtugich fragmentéw
genu, a liczba SNP je tworzaca byta niewielka, co byto spowodowane ogdétem niewielkg iloscig
wariantow czestych (MAF >0,05) znalezionych w catym badaniu oraz brakiem sprzezen pomiedzy
wariantami juz wykrytymi. Mimo to, gtdwne rdzenie blokéw i ich granice odzwierciedlaty jednak te,

ktore zostaty zidentyfikowane w badaniach nad innymi populacjami. To prowadzi do wniosku, ze
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miejsca rekombinacji w ABCC1 sg wysoce zakonserwowane bez wzgledu na populacje (Fukushima-
Uesaka iin., 2007; Leschziner i in., 2006; Wang i in., 2004).

Analiza in silico wptywu wszystkich niesynonimicznych wariantéw wykrytych w tym badaniu
na potencjalng funkcjonalno$¢ biatka wskazata, ze az szes$¢ z nich, w tym jeden nowy zidentyfikowany
SNP, w zaleznosci od uzytego modelu, ma efekt albo potencjalnie szkodliwy (ang. possibly damaging
effect), albo prawdopodobnie szkodliwy (ang. probably damaging effect). Dane literaturowe nie
potwierdzity jednak jednoznaczne wynikow takich obserwacji otrzymanych in silico. Letourneau i in.
(2005) przebadali bowiem 10 missensownych SNP w ABCC1 i prawie wszystkie z nich,
zaklasyfikowane przez PolyPhen-2 jako szkodliwe, nie wptywaty ani na ekspresje, ani na
funkcjonalnos¢ biatka. Podobny wynik opisano réwniez wczesniej dla SNP ¢.2012G>T (p.Gly671Val),
wykrytego i w niniejszym badaniu. Mimo tego, ze ta substytucja zlokalizowana jest poblizu sekwencji,
ktora koduje wysoce konserwatywny motyw Walker A (szes¢ aminokwaséw powyzej) i zmniejszyta
ekspresje mRNA, to nie zmienita ona wtasciwosci transportowych biatka, chociaz analiza PolyPhen-2
wyraznie przewidywata jej szkodliwy wptyw (Conrad i in., 2001). Inne dane potwierdzity jeszcze te
obserwacje, bowiem zadna z substytucji p.Arg633GlIn, p.Gly671Val, p.Arg723GIn, wykrytych réwniez
W niniejszym badaniu, nie zmienita funkcjonalnosci transportera MRP1 (Conseil i Cole, 2013).
Z drugiej strony istniejg dane literaturowe dowodzace zwigzku wyzej wymienionych wariantow ze
skutecznoscig farmakoterapii lub ich eksperymentalnego wptywu na funkcjonalnosé¢ biatek.
Opisywano m.in., ze wariant c.2168G>A (p.Arg723GIn) redukowat in vitro oporno$¢ komorek
z nadekspresjg MRP1 na niektére leki przeciwnowotworowe (Yin i in., 2009) i wptywat na odpowiedz
na chemioterapie u pacjentow z rakiem jajnika (Obata i in., 2006), cho¢ jednak nie u pacjentow
z rakiem ptuc (Yin i in., 2011), a dwa inne warianty, c.825T>C (p.Val275=) i ¢.2012G>T (p.Gly671Val),
byty skorelowane z wystepowaniem gorgczki neutropenicznej u pacjentek z rakiem piersi (Vulsteke i
in., 2013). Rozbieznos¢ obserwowana w rdéznych badaniach dotyczgcych znaczenia klinicznego
wariantow mogta wynika¢ z niedoskonatosci modelu komdrkowego in vitro, ktéry moze byc
niewystarczajgcy do ujawnienia wszystkich funkcji jakie te biatka petnig w organizmie (Conrad i in.,
2001). Sugeruje to zatem, ze aby wyjasni¢ wptyw poszczegdlnych SNP w ABCCI1 na fenotyp,
nalezatoby przeprowadzi¢ wszechstronng charakterystyke biochemiczng, farmakologiczng
i molekularng odpowiednich mutantéw MRP1, poniewaz efekty te mogg by¢ ztozone i dosc
selektywne (Conseil i Cole, 2013). To z kolei prowadzi do wniosku, ze tylko kompleksowe badanie
polimorfizmdéw i ich fenotypdw moze wyjawi¢ rzeczywiste znaczenie tych wariantéw. Dlatego
warianty zakwalifikowane in silico jako szkodliwe dla dziatania biatka powinny zostac¢ jeszcze
przebadane eksperymentalnie. Ponadto w niniejszym badaniu nie znaleziono Zzadnego nowego
wariantu w kluczowych domenach biatka, ani zadnej mutacji w tych sekwencjach, zidentyfikowanych

wczesniej podczas badan in vitro jako szkodliwe. To pozwolito wyciggnagé wniosek, ze regiony te
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w ABCC1 sg wysoce konserwatywne i jest mato prawdopodobne, aby znalezé wystepujace w nich
warianty niesynonimiczne w populacji zdrowych ochotnikow.

Przeprowadzone badanie byto pierwszym, ktére skupiato sie catosciowo na populacyjnej
analizie jakiegokolwiek genu kodujgcego biatko ABC w populacji polskiej i umozliwito opisanie

zmiennosc¢ genetycznej ABCC1 Polakow.
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4.1.2. Zatacznik nr 2
Stomka, M., Sobalska-Kwapis, M., Korycka-Machata, M., Dziadek, J., Bartosz, G. and Strapagiel, D.,
2020. Comprehensive Analysis of ABCG2 Genetic Variation in the Polish Population and Its Inter-

Population Comparison. Genes (Basel), 11(10)

W oparciu o opracowang na pierwszym etapie rozprawy metodologie wykrywania wariantow
polimorficznych w genach metodg skanowania z wykorzystaniem HRM, poddano badaniu 14 z 16
eksonéw ABCG2 wraz z okalajgcymi je sekwencjami intronowymi dla 190 prdbek z populacji polskie;j.
Z catej sekwencji kodujgcej biatko nie udato sie zeskanowac tylko jej ostatniego fragmentu w eksonie
16, ze wzgledu na problemy z rozdzielczoscig topnienia produktéw PCR, ktére nawet przy niewielkiej
dtugosci zawieraty wiele topigcych sie niezaleznie domen (ang. multiple melting domains). Podobnie
nie udato sie zeskanowac niekodujgcych regionéw genu w eksonie 1 i 16 ze wzgledu na diugie
sekwencje bogate w pary GC, co skutkowato trudnosciami w amplifikacji PCR.

W badaniu zidentyfikowano w sumie 17 polimorfizmdéw. Poniewaz dwa z nich znajdowaty sie
w tej same] pozycji nukleotydowej, ale wykazywaty réine efekty, nonsensowny c¢.706C>T
(p.Arg236Ter) i synonimiczny c.706C>A (p.Arg236=), policzono je jako oddzielne SNP. W sekwencjach
eksondéw znaleziono wiec facznie osiem SNP, piec z nich to byty warianty niesynonimiczne oraz jeden
wspomniany nonsensowny. Tylko jeden z nich zostat znaleziony jako homozygotyczny, c.421C>A
(p.GIn141Lys) z oszacowang wartoscig MAF = 0,117. W sekwencjach intronowych zidentyfikowano
osiem SNP, jeden z nich homozygotycznie oraz wykryto jedng delecje. Jedynie dwa wykryte SNP,
w tym jeden eksonowy, prezentowaty wartos¢ MAF 20,05, co sugeruje, ze zdecydowana wiekszos¢
obserwowanej zmiennosci w ABCG2 jest zmiennoscig rzadka.

Poréwnanie otrzymanych wynikéw z dostepnymi danymi literaturowymi dla innych populacji
wykazato istotnie nizsze wartosci MAF w populacji polskiej, niz w azjatyckich: chifnskiej (Wang i in.,
2004), japonskiej (Maekawa i in., 2006) i koreanskiej (Lee i in., 2007), az dla pieciu z o$miu
wspotdzielonych SNP. Natomiast nie wykazano zadnych istotnych réznic w wartosciach MAF dla
pieciu wspdlnych SNP pomiedzy populacjg polska, a holenderskg (Bosch i in., 2005). Obserwacje te
okazaty sie zgodne z wynikami badan skupiajgcych sie na dwdch, najczestszych SNP w sekwencji
kodujgcej ABCG2, mianowicie c.34G>A (p.Vall2Met) oraz c.421C>A (p.GIn141Lys). Populacja polska
prezentowata istotnie nizsze wartosci MAF dla tych SNP niz dwie populacje azjatyckie: wietnamska
i chinska (Lee i in., 2007), natomiast wartosci te nie réznity sie od wartosci MAF dla innych populacji
pochodzenia europejskiego: szwedzkiej (Backstrom i in., 2003), wegierskiej (Fischer i in., 2007),
czeskiej (Stiburkova i in., 2017) oraz niemieckiej (Muller i in., 2009; Stark i in., 2009). Spostrzezenia te
korelujg réwniez z danymi dla generalnych grup etnicznych, dostepnymi jedynie dla c.421C>A

(p.GIn141Lys) — stwierdzono na ich podstawie: istotnie nizszg warto$¢ MAF w populacji polskiej niz
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w populacji chinskiej Han, brak réznic w stosunku do badanych grup z odmiany biatej oraz istotnie
wyzszg warto$é od tej w badanych grupach o pochodzeniu afrykanskim (de Jong i in., 2004).

Uzyskane w niniejszym badaniu wyniki jednoznacznie zatem wskazujg, ze czestosci tych
dwéch polimorfizméw w ABCG2 w populacji polskiej, nie réznig sie znaczgco od innych populacji
odmiany biatej i sg istotnie nizsze niz w populacjach pochodzenia azjatyckiego. Co zaskakujgce zatem,
whiosek ten stat w sprzecznosci z wczesniejszymi i jedynymi dotychczas dostepnymi wynikami
zmiennosci genetycznej ABCG2 dla populacji polskiej (Niebudek i in., 2019; Salagacka-Kubiak i in.,
2016), badajacymi oba te SNP. Uzyskane wartosci MAF w przytoczonych pracach dla c.34G>A
(p.Val12Met) i c.421C>A (p.GIn141Lys) wynosity odpowiednio 0 i 0,010, byty wiec znacznie nizsze niz
wartosci ustalone w badaniu wchodzgcym w sktad niniejszej rozprawy: odpowiednio 0,032 (p =
0,027) i 0,117 (p <0,001). Bardzo prawdopodobnym wyjasnieniem takiego niedoszacowania bytby
m.in. niereprezentatywny dobdr grupy badanej. Autorzy wspomnianych prac wykorzystali metode
polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP), ktéra jednak nie obejmuje zadnego
dodatkowego kroku weryfikujgcego doktadnos¢ wynikédw, jakim w niniejszym badaniu byto
sekwencjonowanie metodg Sangera. Ponadto w pierwszym badaniu sktadajagcym sie na niniejszg
rozprawe wykazano réwniez, ze stosowana metodologia z wykorzystaniem HRM jest skuteczna
i czuta zaréwno dla skanowania jak i celowanego genotypowania wariantéw polimorficznych. Zatem,
mimo pewnych ograniczen tej metody dyskutowanych w poprzedniej publikacji (Stomka i in., 2017),
wykazano, ze jest ona uzyteczna w badaniu zmiennosci genetycznej. W niniejszej rozprawie
okreslono czestosci wystepowania SNP ¢.34G>A (p.Vall2Met) i c.421C>A (p.GIn141Lys) w populacji
polskiej i stwierdzono, ze obserwowana zmiennos$¢ w ABCG2 nie rdzni sie istotnie w populacji polskiej
i w innych przebadanych populacjach odmiany biate;j.

Ze wzgledu na najwyzszg czestos¢ wystepowania w populacji, SNP c.34G>A (p.Vall2Met)
i c.421C>A (p.GInl141Lys) byty tez najczesciej badanymi in vitro oraz in vivo polimorfizmami ABCG2,
o czym Swiadczg doniesienia literaturowe. Chociaz znaczenie c.34G>A (p.Vall2Met) nie zostato do
konca wyjasnione, to czesto jednak donoszono, ze polimorfizm c.421C>A (p.GIn141Lys) byt zwigzany
ze zmieniong funkcjonalno$cig biatka in vitro. Obserwowano m.in.: nizszy poziom dojrzewania mRNA,
zmiany fatdowania biatek i transportu, w poréwnaniu z ekspresjg biatka typu dzikiego w btonie
komérkowej (Hira i Terada, 2018; Zambé i in., 2020). Obnizenie wydajnosci tych proceséw
prawdopodobnie zachodzi w efekcie zmiany aminokwasu zlokalizowanego w obrebie waznego
regionu wigzgcego ATP, pomiedzy motywami Walker A i B biatka, co wptywa na poziom aktywnosci
transportera (Noguchi i in., 2009). Obserwacje te znajdywaty potwierdzenie w danych klinicznych,
niezaleznie od badanej populacji, lekéw czy rodzaju nowotworu — redukcja aktywnosci ABCG2
opisywana byta jako zwigzana z niepozgdang odpowiedzig na chemioterapie przeciwnowotworows,

cho¢ efekt farmakogenomiczny SNP c.421C>A (p.GIn141Lys) byt zalezny od substratu i genotypu (Hira
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i Terada, 2018; Jani i in., 2014; Zhang i in., 2018). Odnotowano takze istotne réznice w odpowiedzi na
leczenie, ktére byty zalezne od pochodzenia etnicznego — stwierdzone je miedzy populacjami
pochodzenia wschodnioazjatyckiego i europejskiego (Liu i in., 2017). Co wiecej, liczne badania na
populacjach réznego pochodzenia etnicznego, w tym badania asocjacyjne catego genomu (GWAS,
ang. Genome Wide Association Study), wykazaty rowniez, ze c.421C>A (p.GIn141Lys) jest gtdwnym
czynnikiem ryzyka dny moczanowej i hiperurykemii (Chen i in., 2018; Woodward i in., 2009;
Yamagishi i in., 2010; Zhang i in., 2013), natomiast inne badania sugerowaty z kolei role ochronng
SNP ¢.34G>A (p.Vall12Met) przed dng moczanows (Yu i in., 2017; Zhou i in., 2014). Zatem okreslenie
wtasciwe] czestosci obu tych wariantow w populacji polskiej wydaje sie by¢é wazinym krokiem
w kierunku przysztych zastosowan klinicznych i terapii celowane;.

Mimo opisywanego znaczenia klinicznego obu wspomnianych powyzej wariantdow,
zaskakujgco nie zostaty one wskazane w analizie in silico jako potencjalnie szkodliwe dla
funkcjonowania biatka. Z kolei dwa inne rzadkie warianty wykryte w tym badaniu, zostaty uznane za
potencjalnie szkodliwe. Dane literaturowe potwierdzity takie przewidywanie dla SNP c.1714A>C
(p.Ser572Arg), gdyz w jego efekcie wykazano obnizony poziom biatka ABCG2 w btonie plazmatycznej
(Toyoda i in., 2019), natomiast brak byto takich doniesien dla drugiego SNP c.335C> A (p.Pro112Gln).
To sugeruje, ze niektére rzadkie warianty niesynonimiczne mogg miec takze znaczenie kliniczne,
jednak w celu okreslenia ich realnego wptywu wymagane bytyby badania funkcjonalne. Chociaz wiec
tego typu SNP mogtyby sie okaza¢ wazne dla ich nosicieli, to jednak ich faktyczny wptyw na skuteczng
terapie jest trudny do oszacowania, poniewaz obserwowana ich czestos¢ jest zbyt niska.

Co wiecej, w prezentowanym badaniu potwierdzono rdéwniez wystepowanie
heterozygotycznego, nonsensownego SNP ¢.706C>T (p.Arg236Ter), ktory byt w literaturze wigzany
z grupg krwi Jr(a-). Fenotyp taki jak dotad byt czesciej opisywany w populacji japonskiej niz wsrod
badanych z odmiany biatej (Haer-Wigman i in., 2014), jednak takie dane nie byty zbierane od dawcéw
probek wykorzystanych w niniejszym badaniu i tym samym zweryfikowanie fenotypu prébki nie byto
mozliwe. Jednak wykrycie takiego wariantu w stosunkowo niewielkiej puli 190 prébek moze
sugerowaé, ze warianty zwigzane z fenotypem Jr(a-) w populacji polskiej nie sg tak rzadkim
zjawiskiem, jak wczesniej zaktadano i aby to zweryfikowaé, nalezatoby poddac genotypowaniu duzo
wiekszy zbidr prébek. Z drugiej jednak strony, moze to by¢ odkrycie incydentalne co sugerowatoby,
ze wptyw tak rzadkich polimorfizmow na catg polska populacje wydaje sie by¢ raczej niewielki.

Przeprowadzono takze analize LD przy uzyciu parametréw r’ i |D’| — sprzezenie wykazano
jedynie dla trzech SNP. Wynik ten byt zgodny z danymi innych populacji z bazy 1000 Genomes Project,
gdzie takie same zaleznosci stwierdzono wsrdd populacji pochodzenia europejskiego, jak i ogdotem
Swiatowe]j populacji. Sugerowatoby to zatem, ze model dziedziczenia poszczegdlnych wariantéw jest

raczej ewolucyjnie zakonserwowany, niezaleznie od badanej populacji. Wniosek ten wsparta analiza
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blokéw haplotypowych. Zdefiniowano bowiem miejsce rekombinacji w sekwencji genu i na tej
podstawie wyznaczono dwa bloki ze zidentyfikowanymi w sumie siedmioma haplotypami, ktérych
czestosci oszacowano na co najmniej 1%. Pie¢ SNP zostato oznaczonych jako htSNP. Analiza czestosci
otrzymanych haplotypow miedzy populacjami, dla pokrywajgcych sie wariantéw, wykazata zwtaszcza
w bloku pierwszym bardzo duze podobieristwo miedzy populacjami polska a holenderskg (Bosch i in.,
2005), natomiast w populacji japonskiej czestosci poszczegdlnych haplotypow zdecydowanie sie
roznity (Maekawa i in., 2006). Blok drugi przejawiat juz duzo wieksze podobieristwo miedzy
wszystkimi populacjami. Wyniki te potwierdzajg wniosek, ze réznice miedzy populacjami nie dotyczg

pojedynczych wariantéw ABCG2, tylko raczej dziedziczonych wspdlnie loci.
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4.2. Omoéwienie wynikow badan nieopublikowanych wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej
4.2.1. Zréznicowanie populacji z bazy 1000 Genomes Projects oraz populacji polskiej na podstawie
zmiennosci genéw ABC

Na podstawie zmiennosci gendw ABC, ktére udato sie zimputowaé, dokonano poréwnania
pomiedzy wszystkimi populacjami referencyjnymi z bazy 1000 Genomes Project oraz kohorty 1035
ochotnikdéw z populacji polskiej. Dla lepszej rozdzielczosci rozdziatu, podobierstwo miedzy wszystkimi
probkami z kazdej populacji zostato zredukowane do jednego punktu i przedstawione na wykresie
MDS (Ryc. 1). W ten sposdb populacje utworzyty wyrazne cztery zgrupowania, odpowiadajgce
regionowi $wiata, z ktérego etnicznie pochodza, z wyjatkiem mieszanych populacji amerykanskich,
ktore byly zblizone do populacji potudniowoazjatyckich i tworzyty jedno zgrupowanie. Osobno
skupione byly natomiast populacje pochodzenia europejskiego, wschodnioazjatyckiego oraz
afrykanskiego — w tym konkretnym przypadku populacje wywodzace sie etnicznie z Afryki, ale
mieszkajgce wiele pokolen w innej czesci Swiata (USA, Barbados), zdecydowanie jednak odstawaty od
rdzennych populacji afrykanskich. Populacja polska (POL) na tym tle zgodnie z oczekiwaniami

grupowata razem z pozostatymi populacjami pochodzenia europejskiego.
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Rycina 1. Grupowanie populacji polskiej oraz populacji referencyjnych z bazy 1000 Genomes Project

na podstawie zmiennosci genow ABC. Legenda populacji w Tabeli 2.
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4.2.2. Zréznicowanie populacji europejskich oraz populacji polskiej pod wzgledem zmiennosci
gendéw ABC

Analiza IBS rzutowana w przestrzeni przez macierz odlegtosci UMAP dla 19153
wspotdzielonych wariantéw, pomiedzy piecioma populacjami europejskimi z bazy 1000 Genomes
Project, a zgenotypowang kohortg (ME) 1035 prébek z populacji polskiej, pogrupowata wszystkie
probki na cztery klastry, przy czym dwa nieznacznie od siebie oddzielone (Ryc. 2). Co ciekawe,
otrzymane klastrowanie nie byto w ogdle zwigzane z pochodzeniem populacyjnym préobek, poniewaz
w kazdym klastrze zaobserwowano rownomierne rozmieszczenie probek z kazdej populacji wzietej
do analizy.

Przeprowadzono nastepnie analogiczng analize, ale jedynie dla 3962 wspdtdzielonych
wariantow czestych (MAF 20,05) (Ryc. 3). Otrzymano wynik podobny jak wczesniej, tj. cztery gtdwne
zgrupowania probek odpowiadajgce tym samym, co we wczesniejszej analizie. W porédwnaniu jednak
do klastrowania opartego na wszystkich wariantach, w tym podejsciu zaobserwowano znacznie
wyrazniejsze rozdzielenie pomiedzy poszczegdlnymi zgrupowaniami i mniej prébek na ich granicach.
Otrzymane w tej analizie cztery zgrupowania probek dodatkowo poklastrowano i metodg
najlepszego dopasowania wyznaczono w sumie dziewie¢ odrebnych klastrow, pomiedzy ktérymi
mozna wskazac granice (Tab. 4, Ryc. 4). Najwieksze dwa zgrupowania probek obejmowaty zatem
klastry ponumerowane odpowiednio 1, 3, 8, 9 oraz 2 i 6. Z kolei na zgrupowania prébek stabiej od
siebie rozdzielone sktadaty sie klastry o numerach 5 i 7 oraz samodzielnie odseparowany klaster nr 4.

Ten sam rodzaj analizy dla 15191 wariantéw rzadkich (MAF <0,05) ujawnit zupetnie inny
obraz grupowania probek, z jedng, gtdwng koncentracjg punktéw i co najmniej trzema oddzielnymi
klastrami (Ryc. 5). Takze w tym przypadku klastrowanie nie bylo zwigzane z pochodzeniem
populacyjnym prébek. Najwieksza grupa prébek wykazata duze rozproszenie w jednym kierunku, co
wskazuje na niski poziom wspétdzielenia haplotypow miedzy badanymi prébkami. Pozostate klastry
wydajg sie by¢ gesciej rozmieszczone wokét swoich centréw, jednakze jest to najprawdopodobniej
jedynie efekt znacznie mniejszej licznosci prébek jakie je tworzg. Na separacje tych kilku klastrow od
siebie prawdopodobnie wptywajg warianty z MAF nieznacznie ponizej progu uznania ich za czeste,
ktorych efekt zdominowat typowo rzadkie warianty. W zwigzku 2z brakiem korelacji
zaobserwowanego rozkfadu klastrow dla wariantdw rzadkich, w poréwnaniu do wszystkich
wariantow oraz do wariantéw czestych, jak i marginalng czestosciag w populacji (MAF <0,05),

w kolejnych analizach efekt zmiennosci rzadkiej nie odgrywat znaczacej roli.

Tabela 4. Licznos$¢ poszczegélnych dziewieciu klastrow na podstawie wspétdzielonych wariantéw
czestych w analizie klastrowania populacji polskiej i europejskich.

klaster 1 2 3 4 5 6 7 8 9

licznos¢ 247 193 271 125 64 193 175 141 129
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4.2.3. Analiza wariantéw zwigzanych z klastrowaniem

Na podstawie wyniku grupowania prébek, sposrod wszystkich wariantéw zidentyfikowano
pule 647 polimorfizméw istotnie zwigzanych z dystrybucjg prébek w poszczegdlnych dziewieciu
klastrach. Co ciekawe, 33 warianty z tej puli stanowity zmiany typu insercja/delecja. Wszystkie te
warianty zlokalizowano w o$miu genach kodujgcych biatka ABC, na pieciu chromosomach (Tab. 5
i Tab. 6). Analiza nieréwnowagi sprzezen dla poszczegdlnych chromosomdw wykazata obecnosc
blokéw haplotypowych, ktére nie podlegaty zdarzeniom rekombinacji i warianty w ich obrebie s3
wspotdziedziczone razem (r* 20,7). W chromosomie 2 zaobserwowano dwa bloki (Ryc. 6);
w chromosomie 7 — siedem blokéw (Ryc. 7); w chromosomie 11 — dwa bloki (Ryc. 8); w chromosomie
13 — piec blokdéw (Ryc. 9); w chromosomie 16 — trzy bloki (Ryc. 10).

ABCB11, ABCG5 i ABCGS, zlokalizowane na tym samym chromosomie, skupiaty wiec w sumie
tylko 11 takich wariantéw czyli wielokrotnie mniej od pozostatych gendw. Moze by¢ to jednak efekt
niedostatecznego wzbogacenia w analizie akurat w tym Jlocus o warianty sprzezone z pojedynczymi
wariantami, zidentyfikowanymi jako istotne. Z kolei nadmiar duzej ilosci wariantéw w genach ABCBS5,
ABCC4, ABCC8, ABCC11 przeciwnie, prawdopodobnie jest efektem wspdlnego dziedziczenia
w blokach haplotypowych duzej grupy wariantéw sprzezonych z tymi rzeczywiscie istotnie
zwigzanymi z klastrowaniem. lloSci wariantdw w genie nie mozina wiec bezposrednio wigzac
z istotnoscig jego wptywu na klastrowanie.

Trzy z tych gendw, ABCB11, ABCG5 i ABCGS, bezposrednio zwigzane sg z homeostazg kwasow
26tciowych, ktérg opisano we wstepie. Biatko kodowane przez ABCC4 zwigzane jest z transportem
ksenobiotykow, kwasow zdétciowych i koniugatow glutationu, takich jak leukotrieny, ale i tez szeregu
endogennych zwigzkdéw, ktére odgrywajg kluczowg role w transdukcji sygnatu komdrkowego, jak
cykliczny AMP (cAMP) i cykliczny GMP (cGMP) (Russel i in., 2008). Podobnie, biatko kodowane przez
ABCC11 bierze udziat w transporcie ksenobiotykdw, kwaséw zétciowych, sprzezonych steroiddw, S-
koniugatéw glutationu oraz cyklicznych nukleotyddéw (Liu, 2019). Co ciekawe, ABCC11 odpowiada tez
za funkcje wydzielnicze gruczotéw apokrynowych i warunkuje fenotyp woskowiny usznej. Woskowina
mokra wystepuje dominujgco w populacjach wschodnioazjatyckich, a sucha w europejskich
i afrykanskich (Yoshiura i in., 2006). ABCC8 koduje podjednostke wspéttworzacg kanat potasowy
zwigzany z uwalnianiem insuliny w trzustce, co szerzej opisano we wstepie. Niewiele natomiast jest
wiadomo o funkcjach biatek kodowanych przez ABCB5 i ABCC12. Stwierdzono jedynie udziat ABCB5
w rozwoju i naprawie komadrek ragbka rogowki (Ksander i in., 2014), ale najczesciej opisywano jego
nadekspresje w komaérkach czerniaka ztosliwego, co moze swiadczy¢ o jego zwigzku z melanogeneza
(Liniin., 2013; Setia i in., 2012). ABCC12 z kolei powstat w wyniku duplikacji ABCC11, wiec ich funkcje

moga by¢ podobne, co sugeruje opisywany zwigzek transportera ABCC12 z idiopatyczng przewlekta
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cholestaza u dzieci i utratg wewnatrzwatrobowych drég zétciowych w organizmach modelowych

(Phamiiin., 2021).

Tabela 5. Sumaryczna ilos¢ wariantow w genach kodujgcych biatka ABC zidentyfikowanych jako

istotnie zwigzanych z klastrowaniem populacji europejskich.

chromosom 2 2 2 7 11 13 16 16

gen ABCB11  ABCG5 ABCG8 ABCB5 ABCC8 ABCC4 ABCC11  ABCC12

warianty zwigzane

. 6 2 3 266 97 125 146 2
z klastrowaniem

Tabela 6. Lista wariantéw zidentyfikowana jako istotnie zwigzanych z grupowaniem prébek na

dziewied klastréow.

Wariant nr rs wariantu MAF blok w chr. nr w chr.
ABCG5
NC_000002.12:8.43833693T>C rs6716451 0,330 blok 1 1
NC_000002.12:g.43835757G>T rs4953020 0,327 blok 1 2
ABCG8
NC_000002.12:8.43842642A>T rs4148206 0,400 blok 1 3
NC_000002.12:8.43844713G>C rs4148213 0,400 blok 1 4
NC_000002.12:8.43867015C>T rs149956799 0,256 - 5
ABCB11
NC_000002.12:g.168919611T>A rs580670 0,371 blok 2 6
NC_000002.12:8.168924308A>G rs575671 0,456 blok 2 7
NC_000002.12:g.168937773G>A rs565412 0,476 - 8
NC_000002.12:g.168943931A>T rs853790 0,474 blok 2 9
NC_000002.12:2.168954234 168954235insT rs34477999 0,485 blok 2 10
NC_000002.12:8.168956861G>A rs853775 0,470 blok 2 11
ABCB5
NC_000007.14:8.20615769C>T rs73076550 0,085 blok 3 1
NC_000007.14:2.20616328G>T rs117519129 0,153 blok 7 2
NC_000007.14:8.20616431G>A rs7809674 0,315 blok 6 3
NC_000007.14:8.20616627C>G rs74989588 0,077 blok 4 4
NC_000007.14:8.20616682T>C rs79217266 0,077 blok 4 5
NC_000007.14:8.20617335A>C rs12667934 0,085 blok 3 6
NC_000007.14:2.20617386T>G rs55973507 0,077 blok 4 7
NC_000007.14:g.20618360G>C rs77959491 0,152 blok 7 8
NC_000007.14:8.20619596G>T rs4446638 0,316 blok 6 9
NC_000007.14:8.20619922T>A rs12667658 0,316 blok 6 10
NC_000007.14:8.20621499C>G rs79207698 0,153 blok 7 11
NC_000007.14:8.20621700C>T rs56080217 0,316 blok 6 12
NC_000007.14:8.20622901A>G rs78293595 0,077 blok 4 13
NC_000007.14:8.20623446C>T rs111872870 0,077 blok 4 14
NC_000007.14:8.20623447A>T rs77363367 0,153 blok 7 15
NC_000007.14:8.20623473C>T rs75494098 0,077 blok 4 16
NC_000007.14:8.20624007A>G rs78057207 0,153 blok 7 17
NC_000007.14:8.20624061G>C rs7777864 0,256 blok 6 18
NC_000007.14:g.20625864G>A rs11773775 0,077 blok 4 19
NC_000007.14:8.20625917G>A rs75558592 0,153 blok 7 20
NC_000007.14:8.20626009T>C rs75285484 0,153 blok 7 21
NC_000007.14:8.20626158A>G rs73684577 0,230 blok 6 22
NC_000007.14:8.20626159T>A rs73684578 0,230 blok 6 23
NC_000007.14:2.20626965T>G rs75495305 0,077 blok 4 24
NC_000007.14:8.20627189G>A rs12154301 0,152 blok 7 25
NC_000007.14:g.20627690dupT rs34730550 0,358 blok 6 26
NC_000007.14:8.20627804A>G rs76568631 0,077 blok 4 27
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Wariant nr rs wariantu MAF blok w chr. nr w chr.
NC_000007.14:8.20628654C>A rs78414512 0,152 blok 7 28
NC_000007.14:g.20629010A>C rs11543624 0,077 blok 4 29
NC_000007.14:8.20629261T>G rs76522145 0,153 blok 7 30
NC_000007.14:8.20629785G>A rs187883871 0,077 blok 4 31
NC_000007.14:8.20629787delGAA rs35282965 0,085 blok 3 32
NC_000007.14:2.20629930C>G rs1476484 0,316 blok 6 33
NC_000007.14:g.20630006T>C rs1476485 0,164 blok 5 34
NC_000007.14:8.20630075delC rs35608196 0,164 blok 5 35
NC_000007.14:8.20630720G>A rs16872578 0,300 blok 6 36
NC_000007.14:8.20630783T>C rs13309246 0,085 blok 3 37
NC_000007.14:8.20630849_20630857delAATTTTTCT rs57419347 0,164 blok 5 38
NC_000007.14:8.20631100G>A rs17143197 0,086 blok 3 39
NC_000007.14:8.20631507T>C rs17804960 0,137 blok 7 40
NC_000007.14:8.20631625A>G rs79682588 0,137 blok 7 41
NC_000007.14:8.20631658A>T rs75353400 0,077 blok 4 42
NC_000007.14:8.20633098C>T rs6963630 0,163 blok 5 43
NC_000007.14:8.20633111T>C rs6945713 0,163 blok 5 a4
NC_000007.14:8.20633375G>A rs13247791 0,085 blok 3 45
NC_000007.14:8.20633620G>A rs6964702 0,300 blok 6 46
NC_000007.14:g.20634114T>A rs34322449 0,300 blok 6 47
NC_000007.14:8.20634420A>G rs55653237 0,300 blok 6 48
NC_000007.14:8.20634505G>A rs34259677 0,300 blok 6 49
NC_000007.14:8.20635145C>T rs6946005 0,300 blok 6 50
NC_000007.14:8.20635215G>T rs6946293 0,086 blok 3 51
NC_000007.14:8.20635258C>A rs6946164 0,086 blok 3 52
NC_000007.14:8.20635290A>G rs6946054 0,300 blok 6 53
NC_000007.14:g.20635393T>G rs56144764 0,077 blok 4 54
NC_000007.14:8.20635414T>C rs6966528 0,137 blok 7 55
NC_000007.14:8.20635672G>A rs67238775 0,085 blok 3 56
NC_000007.14:g.20635840C>A rs75277359 0,137 blok 7 57
NC_000007.14:8.20636287G>T rs13238912 0,086 blok 3 58
NC_000007.14:2.20636467T>G rs13226131 0,222 blok 7 59
NC_000007.14:8.20636658A>C rs111343887 0,077 blok 4 60
NC_000007.14:8.20637196T>C rs79259809 0,137 blok 7 61
NC_000007.14:8.20637361C>G rs77726188 0,077 blok 4 62
NC_000007.14:8.20637933G>A rs74565940 0,137 blok 7 63
NC_000007.14:8.20638133G>A rs35484201 0,085 blok 3 64
NC_000007.14:8.20638374_20638378delATTTA rs140658888 0,077 blok 4 65
NC_000007.14:8.20638771G>T rs2893005 0,163 blok 5 66
NC_000007.14:8.20639090C>T rs6461510 0,086 blok 3 67
NC_000007.14:8.20639222G>T rs6967789 0,086 blok 3 68
NC_000007.14:8.20639325T>A rs76285172 0,137 blok 7 69
NC_000007.14:8.20639632C>G rs35613245 0,085 blok 3 70
NC_000007.14:8.20639663G>A rs2188594 0,164 blok 5 71
NC_000007.14:8.20639848A>G rs11761598 0,077 blok 4 72
NC_000007.14:8.20640384T>C rs1004060 0,223 blok 7 73
NC_000007.14:8.20640426A>G rs77923898 0,077 blok 4 74
NC_000007.14:g.20640507G>A rs77072593 0,077 blok 4 75
NC_000007.14:8.20640699T>C rs11772341 0,077 blok 4 76
NC_000007.14:8.20640730T>C rs11773053 0,077 blok 4 77
NC_000007.14:g.20640928A>C rs12700225 0,085 blok 3 78
NC_000007.14:8.20640960T>C rs7793193 0,300 blok 6 79
NC_000007.14:8.20641012T>C rs34219383 0,085 blok 3 80
NC_000007.14:g.20641930A>T rs1004226 0,085 blok 3 81
NC_000007.14:8.20642119A>T rs76711429 0,137 blok 7 82
NC_000007.14:8.20642566A>G rs73688305 0,216 blok 6 83
NC_000007.14:8.20642890A>C rs7783959 0,203 blok 6 84
NC_000007.14:8.20643581G>T rs7349983 0,125 blok 7 85
NC_000007.14:8.20643824A>G rs12669250 0,080 blok 3 86
NC_000007.14:8.20644137G>A rs117557136 0,125 blok 7 87
NC_000007.14:8.20644316C>T rs74547036 0,077 blok 4 88
NC_000007.14:8.20644673A>C rs6957205 0,206 blok 7 89
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Wariant nr rs wariantu MAF blok w chr. nr w chr.
NC_000007.14:2.20644712C>A rs6957382 0,080 blok 3 90
NC_000007.14:8.20645628A>G rs17216606 0,080 blok 3 91
NC_000007.14:8.20645885T>G rs11983326 0,283 blok 6 92
NC_000007.14:8.20646163G>A rs11769236 0,202 blok 6 93
NC_000007.14:8.20646277T>C rs11772926 0,203 blok 6 94
NC_000007.14:2.20646488A>C rs1858948 0,300 blok 6 95
NC_000007.14:8.20647558C>T rs2893006 0,202 blok 6 96
NC_000007.14:8.20647709C>T rs75784515 0,201 blok 6 97
NC_000007.14:8.20647981A>G rs61732039 0,125 blok 7 98
NC_000007.14:g.20648419C>G rs6949755 0,299 blok 6 99
NC_000007.14:8.20648486G>C rs6950224 0,282 blok 6 100
NC_000007.14:8.20648512G>A rs6950237 0,282 blok 6 101
NC_000007.14:8.20648519C>T rs6949934 0,080 blok 3 102
NC_000007.14:8.20648538G>A rs6950370 0,282 blok 6 103
NC_000007.14:8.20648828T>C rs6974437 0,080 blok 3 104
NC_000007.14:8.20649392C>T rs55663200 0,077 blok 4 105
NC_000007.14:8.20649442A>C rs6955287 0,283 blok 6 106
NC_000007.14:8.20649797A>C rs916737 0,203 blok 6 107
NC_000007.14:8.20649872C>T rs916738 0,159 blok 5 108
NC_000007.14:g.20650312C>A rs13244876 0,080 blok 3 109
NC_000007.14:8.20650314T>A rs11973722 0,159 blok 5 110
NC_000007.14:8.20650326G>T rs12674033 0,080 blok 3 111
NC_000007.14:8.20650528T>C rs10950825 0,159 blok 5 112
NC_000007.14:8.20650550C>T rs10950826 0,159 blok 5 113
NC_000007.14:8.20650957C>T rs76160218 0,125 blok 7 114
NC_000007.14:g.20650991G>T rs78181077 0,125 blok 7 115
NC_000007.14:g.20651153A>G rs77707831 0,078 blok 4 116
NC_000007.14:8.20651218T>C rs75047349 0,125 blok 7 117
NC_000007.14:8.20651236G>A rs80029421 0,125 blok 7 118
NC_000007.14:8.20651262T>C rs3213622 0,283 blok 6 119
NC_000007.14:8.20651361A>G rs79943066 0,125 blok 7 120
NC_000007.14:8.20651390C>T rs3213623 0,159 blok 5 121
NC_000007.14:8.20651424T>C rs34603556 0,202 blok 6 122
NC_000007.14:8.20651596G>A rs61227829 0,125 blok 7 123
NC_000007.14:8.20651907delCTT rs200280589 0,077 blok 4 124
NC_000007.14:8.20652237C>A rs17816709 0,202 blok 6 125
NC_000007.14:8.20652305C>T rs138002473 0,125 blok 7 126
NC_000007.14:8.20652324G>T rs2285554 0,283 blok 6 127
NC_000007.14:8.20652377C>G rs2285555 0,202 blok 6 128
NC_000007.14:8.20652393A>C rs2285556 0,202 blok 6 129
NC_000007.14:8.20652624C>A rs79719780 0,125 blok 7 130
NC_000007.14:8.20652761C>A rs77926987 0,202 blok 6 131
NC_000007.14:8.20652790T>G rs2285557 0,202 blok 6 132
NC_000007.14:8.20652909C>T rs2285558 0,283 blok 6 133
NC_000007.14:8.20652945_20652946insA rs138475823 0,125 blok 7 134
NC_000007.14:g.20653014A>C rs2285559 0,202 blok 6 135
NC_000007.14:g.20654189delT rs149803992 0,125 blok 7 136
NC_000007.14:8.20654224T>C rs57779704 0,125 blok 7 137
NC_000007.14:8.20654452_20654453insTTC rs56740661 0,125 blok 7 138
NC_000007.14:8.20654535C>G rs58835955 0,125 blok 7 139
NC_000007.14:8.20654645T>C rs73684658 0,125 blok 7 140
NC_000007.14:8.20654866G>A rs6958493 0,158 blok 5 141
NC_000007.14:8.20654879G>C rs6958496 0,080 blok 3 142
NC_000007.14:2.20655022C>G rs79760827 0,125 blok 7 143
NC_000007.14:8.20655102A>G rs13243492 0,283 blok 6 144
NC_000007.14:8.20655112C>T rs6958596 0,158 blok 5 145
NC_000007.14:8.20655203C>A rs12700226 0,159 blok 5 146
NC_000007.14:8.20655282G>T rs2097681 0,125 blok 7 147
NC_000007.14:8.20655333T>C rs2078905 0,284 blok 6 148
NC_000007.14:8.20655798C>T rs7796207 0,159 blok 5 149
NC_000007.14:8.20655845delA rs34183859 0,159 blok 5 150
NC_000007.14:8.20656075A>T rs7796543 0,302 blok 6 151
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Wariant nr rs wariantu MAF blok w chr. nr w chr.
NC_000007.14:8.20656096_20656097insA rs34900454 0,157 blok 5 152
NC_000007.14:8.20656111T>C rs7779761 0,284 blok 6 153
NC_000007.14:8.20656236G>A rs78982843 0,125 blok 7 154
NC_000007.14:8.20656279C>T rs35359563 0,284 blok 6 155
NC_000007.14:8.20656425C>T rs58797611 0,159 blok 5 156
NC_000007.14:8.20656480G>A rs67368461 0,284 blok 6 157
NC_000007.14:8.20656526dupT rs35911127 0,159 blok 5 158
NC_000007.14:8.20656551G>A rs68180882 0,158 blok 5 159
NC_000007.14:8.20656695delT rs35398667 0,284 blok 6 160
NC_000007.14:2.20656764T>G rs35120147 0,159 blok 5 161
NC_000007.14:8.20656863C>T rs73278668 0,078 blok 4 162
NC_000007.14:8.20656966G>C rs1079907 0,284 blok 6 163
NC_000007.14:g.20657121C>A rs59488551 0,159 blok 5 164
NC_000007.14:8.20657289T>C rs6951722 0,125 blok 7 165
NC_000007.14:8.20657326_20657327insA rs34999687 0,158 blok 5 166
NC_000007.14:8.20657343A>G rs7802093 0,159 blok 5 167
NC_000007.14:8.20657416C>T rs34125782 0,080 blok 3 168
NC_000007.14:8.20657471T>C rs7785407 0,284 blok 6 169
NC_000007.14:8.20657732C>G rs7806279 0,203 blok 6 170
NC_000007.14:8.20657908A>G rs17143253 0,159 blok 5 171
NC_000007.14:8.20658371C>T rs76913103 0,125 blok 7 172
NC_000007.14:8.20658454C>G rs7807360 0,203 blok 6 173
NC_000007.14:8.20658647A>G rs2301641 0,306 blok 6 174
NC_000007.14:2.20659181C>A rs73278683 0,204 blok 6 175
NC_000007.14:8.20659393C>T rs73278684 0,126 blok 7 176
NC_000007.14:8.20659403delT rs142562743 0,204 blok 6 177
NC_000007.14:8.20659435A>G rs73684672 0,078 blok 4 178
NC_000007.14:8.20659738C>T rs73278686 0,126 blok 7 179
NC_000007.14:8.20659803C>T rs112762761 0,126 blok 7 180
NC_000007.14:8.20659856G>C rs11763916 0,078 blok 4 181
NC_000007.14:8.20660000A>T rs11770673 0,078 blok 4 182
NC_000007.14:g.20660043C>G rs6947250 0,204 blok 6 183
NC_000007.14:8.20660056C>T rs11763925 0,078 blok 4 184
NC_000007.14:8.20660299T>G rs6967746 0,204 blok 6 185
NC_000007.14:8.20660433A>G rs11770822 0,078 blok 4 186
NC_000007.14:8.20660465C>T rs11764054 0,079 blok 4 187
NC_000007.14:8.20660490C>T rs11764057 0,078 blok 4 188
NC_000007.14:8.20660494A>G rs58540449 0,078 blok 4 189
NC_000007.14:8.20660523G>A rs60844047 0,078 blok 4 190
NC_000007.14:8.20660567T>C rs13223438 0,097 blok 3 191
NC_000007.14:8.20660624G>A rs6948334 0,126 blok 7 192
NC_000007.14:8.20660703T>C rs58976477 0,078 blok 4 193
NC_000007.14:8.20660738A>C rs6952128 0,302 blok 6 194
NC_000007.14:8.20660890T>A rs73684676 0,078 blok 4 195
NC_000007.14:8.20660904A>G rs73684678 0,078 blok 4 196
NC_000007.14:8.20660991G>A rs5011447 0,078 blok 4 197
NC_000007.14:8.20661065A>T rs2893007 0,078 blok 4 198
NC_000007.14:8.20661258G>T rs2390348 0,204 blok 6 199
NC_000007.14:8.20661462G>T rs74809645 0,078 blok 4 200
NC_000007.14:8.20661948G>T rs75731479 0,078 blok 4 201
NC_000007.14:8.20662210delAG rs140558196 0,078 blok 4 202
NC_000007.14:8.20662578G>C rs7792341 0,206 blok 6 203
NC_000007.14:8.20662591delA rs141084193 0,078 blok 4 204
NC_000007.14:8.20662671T>C rs77663125 0,078 blok 4 205
NC_000007.14:2.20662939T>G rs75171064 0,078 blok 4 206
NC_000007.14:2.20663238C>G rs12154879 0,128 blok 7 207
NC_000007.14:8.20663549T>C rs66744319 0,098 blok 3 208
NC_000007.14:8.20663586T>C rs12155194 0,206 blok 6 209
NC_000007.14:8.20663855A>G rs111905715 0,078 blok 4 210
NC_000007.14:8.20663963G>T rs146448884 0,128 blok 7 211
NC_000007.14:8.20663977A>G rs13223600 0,097 blok 3 212
NC_000007.14:8.20664035T>C rs13238268 0,175 blok 5 213
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NC_000007.14:8.20664160A>G rs7801455 0,303 blok 6 214
NC_000007.14:8.20664325A>C rs1011559 0,128 blok 7 215
NC_000007.14:8.20664500T>C rs1011560 0,123 blok 7 216
NC_000007.14:8.20664514G>A rs916739 0,173 blok 5 217
NC_000007.14:8.20664627C>T rs916740 0,174 blok 5 218
NC_000007.14:2.20664648C>G rs916741 0,174 blok 5 219
NC_000007.14:8.20664821T>G rs1011561 0,125 blok 7 220
NC_000007.14:8.20665257C>T rs6949607 0,121 blok 7 221
NC_000007.14:8.20665655C>T rs1059006 0,175 blok 5 222
NC_000007.14:8.20665674C>A rs73280614 0,119 blok 7 223
NC_000007.14:2.20665896C>G rs4476902 0,121 blok 2 224
NC_000007.14:8.20665972C>G rs10950827 0,176 blok 5 225
NC_000007.14:8.20667278A>T rs12540337 0,120 blok 2 226
NC_000007.14:8.20667621A>C rs28656113 0,298 blok 1 227
NC_000007.14:8.20667794G>A rs28603008 0,297 blok 1 228
NC_000007.14:8.20667846C>G rs370062232 0,175 blok 5 229
NC_000007.14:8.20670240T>C rs62456151 0,296 blok 1 230
NC_000007.14:8.20670404C>T rs1548642 0,121 blok 2 231
NC_000007.14:g.20670686C>G rs1972525 0,121 blok 2 232
NC_000007.14:8.20670766A>G rs7455102 0,121 blok 2 233
NC_000007.14:8.20670841G>A rs10266328 0,298 blok 1 234
NC_000007.14:8.20670863C>T rs6943237 0,121 blok 2 235
NC_000007.14:8.20671022delAAAG rs111363721 0,121 blok 7 236
NC_000007.14:8.20671536A>G rs12700228 0,175 blok 5 237
NC_000007.14:8.20671622C>T rs1859777 0,297 blok 1 238
NC_000007.14:8.20671635T>C rs13220972 0,175 blok 5 239
NC_000007.14:8.20672085A>T rs7782507 0,121 blok 2 240
NC_000007.14:8.20672670T>C rs6970012 0,121 blok 2 241
NC_000007.14:8.20672872A>G rs13240297 0,395 - 242
NC_000007.14:8.20673296C>G rs10275105 0,121 blok 2 243
NC_000007.14:8.20673823G>C rs2097941 0,121 blok 2 244
NC_000007.14:8.20675024G>A rs7806967 0,121 blok 2 245
NC_000007.14:8.20675510C>T rs2158852 0,125 blok 2 246
NC_000007.14:8.20676586A>C rs10236314 0,124 blok 2 247
NC_000007.14:8.20676621T>C rs10281505 0,125 blok 2 248
NC_000007.14:8.20676693G>A rs10266137 0,301 blok 1 249
NC_000007.14:8.20677634C>G rs34258758 0,174 blok 5 250
NC_000007.14:8.20679039G>A rs4721933 0,120 blok 2 251
NC_000007.14:8.20679627_20679634delTGAGAAAA rs138864104 0,175 blok 5 252
NC_000007.14:8.20679778A>C rs7795777 0,120 blok 2 253
NC_000007.14:8.20681461T>C rs11764760 0,177 blok 5 254
NC_000007.14:8.20681935G>C rs6974315 0,140 blok 2 255
NC_000007.14:8.20682257G>C rs61529054 0,112 blok 7 256
NC_000007.14:8.20682929A>T rs2158851 0,123 blok 2 257
NC_000007.14:8.20683439C>T rs7812159 0,229 blok 5 258
NC_000007.14:8.20683469C>A rs7812181 0,139 blok 2 259
NC_000007.14:8.20683498T>C rs10215589 0,292 blok 1 260
NC_000007.14:8.20685203G>C rs17817117 0,304 blok 6 261
NC_000007.14:8.20686625C>T rs76022765 0,059 - 262
NC_000007.14:8.20688302T>C rs67937303 0,179 blok 5 263
NC_000007.14:8.20688403G>A rs77320744 0,051 - 264
NC_000007.14:8.20689035A>G rs2214917 0,171 blok 5 265
NC_000007.14:8.20689204G>C rs2190411 0,244 - 266
ABCC8

NC_000011.10:g.17406010T>C rs739688 0,371 - 1
NC_000011.10:g.17409101C>T rs10766397 0,357 - 2
NC_000011.10:8.17424391T>C rs4281466 0,457 - 3
NC_000011.10:8.17437560G>A rs11024286 0,330 - 4
NC_000011.10:g.17437571A>T rs17775256 0,346 blok 2 5
NC_000011.10:g.17438096A>G rs3781950 0,401 blok 2 6
NC_000011.10:g.17438382_17438383insCACA rs3831596 0,400 blok 2 7
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NC_000011.10:8.17438384T>C rs60105962 0,400 blok 2 8
NC_000011.10:8.17438537T>A rs12417170 0,400 blok 2 9
NC_000011.10:g.17438634A>G rs10832788 0,400 blok 2 10
NC_000011.10:g.17438732A>G rs2237983 0,400 blok 2 11
NC_000011.10:8.17438755T>C rs10832789 0,400 blok 2 12
NC_000011.10:8.17439165C>T rs2237982 0,400 blok 2 13
NC_000011.10:g.17439352T>C rs2237981 0,400 blok 2 14
NC_000011.10:8.17439782C>G rs2237980 0,400 blok 2 15
NC_000011.10:g.17439996T>C rs2237979 0,345 blok 2 16
NC_000011.10:g.17440757A>C rs2283261 0,401 blok 2 17
NC_000011.10:g.17441180G>A rs757109 0,401 blok 2 18
NC_000011.10:g.17441662C>T rs2237978 0,344 blok 2 19
NC_000011.10:g.17442987T>C rs2073587 0,402 blok 2 20
NC_000011.10:8.17444498A>C rs886292 0,349 blok 2 21
NC_000011.10:g.17444721A>C rs7117162 0,349 blok 2 22
NC_000011.10:g.17444976A>G rs2040653 0,348 blok 2 23
NC_000011.10:g.17445441T7>G rs10766399 0,350 blok 2 24
NC_000011.10:g.17445506T>G rs10766400 0,349 blok 2 25
NC_000011.10:8.17445656T>C rs11024290 0,402 blok 2 26
NC_000011.10:8.17445790T>C rs11821723 0,349 blok 2 27
NC_000011.10:8.17446770T>C rs7950189 0,478 blok 1 28
NC_000011.10:8.17446946A>C rs7947326 0,349 blok 2 29
NC_000011.10:8.17447065G>T rs7932043 0,480 blok 1 30
NC_000011.10:8.17447558T>C rs12794627 0,349 blok 2 31
NC_000011.10:g.17447919T>C rs4459286 0,400 blok 2 32
NC_000011.10:g.17449037A>G rs7934185 0,402 blok 2 33
NC_000011.10:8.17450455T>C rs12786125 0,400 blok 2 34
NC_000011.10:8.17451875T>C rs2283259 0,399 blok 2 35
NC_000011.10:8.17451890C>T rs2283258 0,309 blok 2 36
NC_000011.10:g.17452771T>G rs2057661 0,400 blok 2 37
NC_000011.10:g.17453736G>A rs2073586 0,394 blok 2 38
NC_000011.10:8.17453896G>A rs2073585 0,397 blok 2 39
NC_000011.10:8.17454841C>T rs2237977 0,393 blok 2 40
NC_000011.10:g.17454969T>G rs2237976 0,399 blok 2 41
NC_000011.10:g.17456283C>T rs2237975 0,347 blok 2 42
NC_000011.10:8.17456610C>T rs2237974 0,343 blok 2 43
NC_000011.10:8.17459288T>C rs7105391 0,347 blok 2 44
NC_000011.10:8.17460401T>C rs886291 0,348 blok 2 45
NC_000011.10:g.17460781T>C rs886290 0,347 blok 2 46
NC_000011.10:g.17461072A>G rs2074319 0,348 blok 2 a7
NC_000011.10:8.17462767T>A rs7943461 0,348 blok 2 48
NC_000011.10:8.17462799_17462800insAG rs36065130 0,400 blok 2 49
NC_000011.10:g.17463081C>G rs4148610 0,348 blok 2 50
NC_000011.10:g.17463184C>T rs4148609 0,348 blok 2 51
NC_000011.10:8.17463234C>G rs3815066 0,348 blok 2 52
NC_000011.10:8.17463424G>A rs2301703 0,400 blok 2 53
NC_000011.10:g.17465081T>G rs3819524 0,344 blok 2 54
NC_000011.10:g.17465097G>C rs3819523 0,344 blok 2 55
NC_000011.10:g.17465131T>C rs3819522 0,349 blok 2 56
NC_000011.10:8.17465190C>T rs3819521 0,344 blok 2 57
NC_000011.10:8.17465306A>G rs3819520 0,346 blok 2 58
NC_000011.10:g.17465421C>G rs3819519 0,400 blok 2 59
NC_000011.10:g.17465532C>T rs3819518 0,344 blok 2 60
NC_000011.10:g.17465731C>A rs3819517 0,400 blok 2 61
NC_000011.10:8.17465802G>A rs12285976 0,344 blok 2 62
NC_000011.10:8.17465898C>T rs11024295 0,399 blok 2 63
NC_000011.10:g.17466260G>A rs10832791 0,344 blok 2 64
NC_000011.10:g.17466286T>C rs10766401 0,400 blok 2 65
NC_000011.10:8.17466340G>A rs10766402 0,400 blok 2 66
NC_000011.10:8.17466478A>G rs10766403 0,400 blok 2 67
NC_000011.10:g.17466554C>T rs11024296 0,344 blok 2 68
NC_000011.10:g.17466864G>C rs12803384 0,398 blok 2 69
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NC_000011.10:g.17467114A>C rs7105832 0,343 blok 2 70
NC_000011.10:8.17467139G>C rs7119716 0,343 blok 2 71
NC_000011.10:g.17467156C>T rs7120682 0,343 blok 2 72
NC_000011.10:8.17467559C>T rs11826760 0,343 blok 2 73
NC_000011.10:8.17467720T>C rs4148608 0,343 blok 2 74
NC_000011.10:8.17467732C>T rs4148607 0,343 blok 2 75
NC_000011.10:g.17467743T>G rs4148606 0,398 blok 2 76
NC_000011.10:8.17467746T>C rs4148605 0,343 blok 2 77
NC_000011.10:g.17467790G>C rs4148604 0,345 blok 2 78
NC_000011.10:8.17467816T>C rs4148603 0,398 blok 2 79
NC_000011.10:8.17468145G>A rs4148602 0,343 blok 2 80
NC_000011.10:g.17468717T>C rs2283256 0,343 blok 2 81
NC_000011.10:g.17468954C>T rs7106250 0,338 blok 2 82
NC_000011.10:8.17469024C>T rs2237973 0,389 blok 2 83
NC_000011.10:8.17469326C>T rs11024297 0,338 blok 2 84
NC_000011.10:8.17469582T>A rs2237971 0,338 blok 2 85
NC_000011.10:8.17469652G>T rs2237970 0,339 blok 2 86
NC_000011.10:g.17469789T>G rs2237969 0,339 blok 2 87
NC_000011.10:8.17469839A>T rs2237968 0,339 blok 2 88
NC_000011.10:8.17470024C>T rs10400389 0,395 blok 2 89
NC_000011.10:g.17471117T>C rs2237967 0,475 blok 1 90
NC_000011.10:g.17471635A>G rs2237966 0,342 blok 2 91
NC_000011.10:8.17472277T>C rs11024299 0,342 blok 2 92
NC_000011.10:8.17472515A>T rs4148601 0,342 blok 2 93
NC_000011.10:g.17473633G>A rs2283254 0,342 blok 2 94
NC_000011.10:g.17473883G>T rs2283253 0,386 blok 2 95
NC_000011.10:8.17474969A>G rs1048099 0,485 blok 1 96
NC_000011.10:8.17476247C>G rs985136 0,497 blok 1 97
ABCC4

NC_000013.11:8.95045626C>T rs1151471 0,349 blok 4 1
NC_000013.11:g.95051721dupC rs34749414 0,350 blok 4 2
NC_000013.11:8.95052023C>T rs1189450 0,374 blok 4 3
NC_000013.11:8.95054888C>T rs1189445 0,350 blok 4 4
NC_000013.11:g.95057141A>G rs1189442 0,179 blok 3 5
NC_000013.11:8.95059578G>A rs1751031 0,177 blok 3 6
NC_000013.11:2.95060813C>T rs1612388 0,176 blok 3 7
NC_000013.11:8.95061256A>G rs1630901 0,176 blok 3 8
NC_000013.11:8.95062604A>C rs1751033 0,176 blok 3 9
NC_000013.11:8.95062722C>T rs1751034 0,177 blok 3 10
NC_000013.11:8.95069727A>G rs1189452 0,176 blok 3 11
NC_000013.11:8.95069832G>A rs1189451 0,176 blok 3 12
NC_000013.11:8.95070105A>G rs9524790 0,176 blok 3 13
NC_000013.11:g.95070428G>T rs2619311 0,321 blok 4 14
NC_000013.11:.95070785C>T rs2619312 0,176 blok 3 15
NC_000013.11:8.95103327T>C rs76658873 0,116 - 16
NC_000013.11:g.95179748T>G rs4148493 0,361 - 17
NC_000013.11:8.95186530G>T rs2148529 0,139 blok 1 18
NC_000013.11:g.95192701T>C rs1678377 0,138 blok 1 19
NC_000013.11:2.95193351T>G rs1751014 0,138 blok 1 20
NC_000013.11:8.95196413T>C rs9516530 0,289 - 21
NC_000013.11:8.95203246T>C rs4773844 0,225 - 22
NC_000013.11:g.95205881G>A rs1617844 0,138 blok 1 23
NC_000013.11:8.95206432G>A rs3818493 0,372 blok 2 24
NC_000013.11:8.95206450G>C rs3818494 0,375 blok 2 25
NC_000013.11:8.95206742T>C rs2274406 0,375 blok 2 26
NC_000013.11:8.95209550A>G rs899494 0,162 blok 1 27
NC_000013.11:8.95209727C>G rs1678403 0,188 blok 1 28
NC_000013.11:8.95209743G>T rs2389203 0,201 blok 1 29
NC_000013.11:8.95209942A>G rs899495 0,188 blok 1 30
NC_000013.11:8.95210155A>T rs943288 0,164 blok 1 31
NC_000013.11:8.95210642A>G rs899496 0,187 blok 1 32
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NC_000013.11:8.95210889A>G rs899497 0,188 blok 1 33
NC_000013.11:g.95210980A>G rs4148471 0,187 blok 1 34
NC_000013.11:8.95211027C>T rs4148470 0,187 blok 1 35
NC_000013.11:8.95211104A>G rs4148469 0,187 blok 1 36
NC_000013.11:g.95211192T>C rs3782963 0,187 blok 1 37
NC_000013.11:g.95211251A>G rs3782965 0,187 blok 1 38
NC_000013.11:8.95211405G>T rs3782966 0,187 blok 1 39
NC_000013.11:8.95211517A>G rs3782968 0,187 blok 1 40
NC_000013.11:g.95211526A>G rs1678400 0,164 blok 1 41
NC_000013.11:.95211901C>T rs9524828 0,187 blok 1 42
NC_000013.11:8.95211906G>A rs9516537 0,187 blok 1 43
NC_000013.11:8.95212147T>C rs9516538 0,187 blok 1 a4
NC_000013.11:8.95212224G>A rs7332663 0,187 blok 1 45
NC_000013.11:8.95212278G>A rs7332836 0,187 blok 1 46
NC_000013.11:8.95212279A>G rs7334994 0,187 blok 1 47
NC_000013.11:8.95212554G>T rs7333281 0,163 blok 1 48
NC_000013.11:8.95212764C>T rs7335147 0,187 blok 1 49
NC_000013.11:8.95212918G>A rs9516539 0,187 blok 1 50
NC_000013.11:2.95213065T>A rs9524830 0,187 blok 1 51
NC_000013.11:g.95213118T>C rs7322825 0,187 blok 1 52
NC_000013.11:8.95213321G>A rs7139533 0,187 blok 1 53
NC_000013.11:2.95213645C>A rs9524831 0,187 blok 1 54
NC_000013.11:g.95213813A>G rs7983336 0,187 blok 1 55
NC_000013.11:8.95214213C>T rs7987653 0,187 blok 1 56
NC_000013.11:8.95214326A>G rs7988494 0,187 blok 1 57
NC_000013.11:8.95214360G>A rs9524833 0,187 blok 1 58
NC_000013.11:8.95214524A>C rs4334136 0,187 blok 1 59
NC_000013.11:8.95214788A>G rs1824913 0,187 blok 1 60
NC_000013.11:8.95214830G>A rs1824912 0,188 blok 1 61
NC_000013.11:8.95214981A>T rs1824911 0,187 blok 1 62
NC_000013.11:8.95215148T>C rs7999175 0,187 blok 1 63
NC_000013.11:8.95215375G>A rs9524835 0,187 blok 1 64
NC_000013.11:8.95215378G>A rs9524836 0,187 blok 1 65
NC_000013.11:8.95215755C>T rs4773847 0,187 blok 1 66
NC_000013.11:8.95216076C>T rs4148467 0,187 blok 1 67
NC_000013.11:8.95216726G>C rs4771907 0,187 blok 1 68
NC_000013.11:8.95216877G>A rs4148465 0,187 blok 1 69
NC_000013.11:8.95217048A>G rs4148464 0,187 blok 1 70
NC_000013.11:g.95217154G>C rs4148463 0,187 blok 1 71
NC_000013.11:g.95217498A>G rs7321744 0,187 blok 1 72
NC_000013.11:8.95217768C>T rs6492769 0,187 blok 1 73
NC_000013.11:8.95218578A>G rs9524839 0,187 blok 1 74
NC_000013.11:8.95218668G>A rs9524840 0,187 blok 1 75
NC_000013.11:8.95219697G>A rs7321623 0,187 blok 1 76
NC_000013.11:g.95220157T>C rs4771908 0,187 blok 1 77
NC_000013.11:8.95220189_95220193delTTATA rs59941084 0,187 blok 1 78
NC_000013.11:8.95220261A>C rs2766476 0,164 blok 1 79
NC_000013.11:8.95221140A>G rs4773848 0,187 blok 1 80
NC_000013.11:8.95222529G>A rs4773849 0,187 blok 1 81
NC_000013.11:8.95222688G>A rs1926656 0,187 blok 1 82
NC_000013.11:8.95222702T>C rs1926657 0,187 blok 1 83
NC_000013.11:8.95223264C>T rs7325019 0,188 blok 1 84
NC_000013.11:8.95223360T>C rs4612933 0,188 blok 1 85
NC_000013.11:8.95223418_95223419insTC rs10648065 0,188 blok 1 86
NC_000013.11:8.95223779T>G rs4371040 0,188 blok 1 87
NC_000013.11:8.95223847C>G rs4303338 0,188 blok 1 88
NC_000013.11:8.95223883G>A rs9516545 0,188 blok 1 89
NC_000013.11:8.95223894T>C rs2892707 0,188 blok 1 90
NC_000013.11:8.95224521G>A rs7330776 0,164 blok 5 91
NC_000013.11:8.95225631C>T rs12428470 0,187 blok 1 92
NC_000013.11:8.95225852G>T rs12854605 0,187 blok 1 93
NC_000013.11:8.95226168T>C rs61965944 0,187 blok 1 94
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NC_000013.11:8.95226387T>C rs9524845 0,187 blok 1 95
NC_000013.11:8.95226588G>A rs4636781 0,187 blok 1 96
NC_000013.11:8.95226598G>A rs4505186 0,187 blok 1 97
NC_000013.11:8.95226686A>G rs4520712 0,187 blok 1 98
NC_000013.11:8.95226963G>A rs4773853 0,187 blok 1 99
NC_000013.11:8.95227156G>A rs4773854 0,187 blok 1 100
NC_000013.11:g.95227187A>C rs4773855 0,187 blok 1 101
NC_000013.11:8.95227587C>T rs6492771 0,187 blok 1 102
NC_000013.11:8.95228501G>A rs4238313 0,185 blok 1 103
NC_000013.11:8.95229016C>T rs7324706 0,186 blok 1 104
NC_000013.11:8.95229077T>G rs7335233 0,186 blok 1 105
NC_000013.11:8.95229118C>T rs7329432 0,186 blok 1 106
NC_000013.11:8.95229486G>A rs2389234 0,186 blok 1 107
NC_000013.11:8.95230558C>T rs9524850 0,186 blok 1 108
NC_000013.11:8.95231794C>T rs4773857 0,186 blok 1 109
NC_000013.11:8.95232158A>G rs7326711 0,232 blok 1 110
NC_000013.11:8.95233088A>G rs7333234 0,188 blok 1 111
NC_000013.11:8.95234022T>C rs9524856 0,189 blok 1 112
NC_000013.11:8.95235733delG rs4148457 0,191 blok 1 113
NC_000013.11:8.95236366delCTT rs35347010 0,166 blok 5 114
NC_000013.11:8.95236987C>T rs2892713 0,168 blok 5 115
NC_000013.11:8.95238110A>C rs9561816 0,167 blok 5 116
NC_000013.11:8.95239162T>A rs12430658 0,165 blok 5 117
NC_000013.11:8.95239763delT rs35059505 0,166 blok 5 118
NC_000013.11:8.95243974T>C rs11616679 0,142 blok 5 119
NC_000013.11:8.95244398C>T rs4771909 0,422 - 120
NC_000013.11:8.95253051T>C rs9590216 0,182 blok 5 121
NC_000013.11:8.95254045T>C rs9590218 0,182 blok 5 122
NC_000013.11:8.95272074C>T rs9561824 0,201 blok 5 123
NC_000013.11:8.95273879G>A rs9561826 0,156 blok 5 124
NC_000013.11:8.95278431G>A rs10508017 0,473 - 125
ABCC12
NC_000016.10:g.48142336G>C rs77309533 0,101 blok 3 1
NC_000016.10:g.48143151G>T rs8049005 0,101 blok 3 2
ABCC11
NC_000016.10:8.48167220C>G rs41280939 0,095 blok 3 3
NC_000016.10:8.48198625A>G rs7203695 0,233 - 4
NC_000016.10:g.48201666C>G rs8050120 0,192 blok 2 5
NC_000016.10:8.48202755A>C rs7206909 0,193 blok 2 6
NC_000016.10:8.48204140C>T rs75797074 0,137 blok 1 7
NC_000016.10:8.48204206G>T rs7187233 0,191 blok 2 8
NC_000016.10:8.48205972G>A rs5017203 0,127 blok 1 9
NC_000016.10:g.48207176A>G rs9932850 0,181 blok 2 10
NC_000016.10:g.48207637T>C rs8046814 0,181 blok 2 11
NC_000016.10:8.48212065T>C rs13336264 0,181 blok 2 12
NC_000016.10:8.48214457A>T rs8057475 0,182 blok 2 13
NC_000016.10:8.48215007T>C rs8047091 0,182 blok 2 14
NC_000016.10:g.48215814G>T rs11863133 0,127 blok 1 15
NC_000016.10:g.48215938C>A rs11866312 0,127 blok 1 16
NC_000016.10:g.48216100G>A rs11863233 0,127 blok 1 17
NC_000016.10:g.48216115G>T rs11863236 0,127 blok 1 18
NC_000016.10:g.48216307T>C rs28654935 0,127 blok 1 19
NC_000016.10:2.48216310G>A rs28376623 0,127 blok 1 20
NC_000016.10:8.48216336C>A rs28626252 0,127 blok 1 21
NC_000016.10:8.48216525C>G rs78716244 0,127 blok 1 22
NC_000016.10:8.48216650A>C rs74481009 0,127 blok 1 23
NC_000016.10:g.48216918C>T rs28684834 0,127 blok 1 24
NC_000016.10:g.48216931C>A rs28503414 0,127 blok 1 25
NC_000016.10:8.48217224C>A rs28505535 0,127 blok 1 26
NC_000016.10:8.48217461G>T rs28696036 0,127 blok 1 27
NC_000016.10:g.48217564T>C rs73540901 0,127 blok 1 28
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NC_000016.10:8.48217967G>A rs73542903 0,127 blok 1 29
NC_000016.10:8.48217990A>G rs73542904 0,127 blok 1 30
NC_000016.10:g.48218170C>T rs112345293 0,181 blok 2 31
NC_000016.10:2.48218609T>G rs13338524 0,206 blok 2 32
NC_000016.10:8.48219062C>T rs13335504 0,128 blok 1 33
NC_000016.10:g.48219223T>G rs13338757 0,182 blok 2 34
NC_000016.10:g.48219239A>G rs28571687 0,128 blok 1 35
NC_000016.10:g.48219294T>C rs28481895 0,182 blok 2 36
NC_000016.10:g.48219363A>G rs59758263 0,182 blok 2 37
NC_000016.10:8.48219607A>T rs73546403 0,182 blok 2 38
NC_000016.10:8.48219670T>A rs76976241 0,128 blok 1 39
NC_000016.10:g.48219772G>A rs113372282 0,128 blok 1 40
NC_000016.10:2.48219810G>A rs13332872 0,128 blok 1 41
NC_000016.10:8.48219932G>C rs9927515 0,128 blok 1 42
NC_000016.10:8.48220075A>G rs9939742 0,128 blok 1 43
NC_000016.10:g.48220201G>A rs9927756 0,128 blok 1 a4
NC_000016.10:g.48220225C>T rs9935854 0,128 blok 1 45
NC_000016.10:g.48221224G>T rs13334480 0,128 blok 1 46
NC_000016.10:8.48221628C>T rs9941123 0,128 blok 1 47
NC_000016.10:g.48221738delGT rs71973142 0,128 blok 1 48
NC_000016.10:g.48221778A>G rs9924823 0,128 blok 1 49
NC_000016.10:g.48222121G>A rs74582156 0,127 blok 1 50
NC_000016.10:g.48222171C>T rs28602441 0,128 blok 1 51
NC_000016.10:8.48222573A>G rs16945972 0,128 blok 1 52
NC_000016.10:g.48222691T>C rs16945974 0,128 blok 1 53
NC_000016.10:g.48223089G>A rs7195606 0,128 blok 1 54
NC_000016.10:8.48223885T>C rs28605399 0,128 blok 1 55
NC_000016.10:8.48224470T>A rs73546424 0,127 blok 1 56
NC_000016.10:8.48224508C>A rs9927238 0,127 blok 1 57
NC_000016.10:g.48224513T>C rs9933821 0,127 blok 1 58
NC_000016.10:2.48224821G>A rs113099408 0,127 blok 1 59
NC_000016.10:8.48224895C>T rs117437537 0,126 blok 1 60
NC_000016.10:8.48225169C>T rs113761362 0,127 blok 1 61
NC_000016.10:g.48225192G>A rs7185951 0,127 blok 1 62
NC_000016.10:8.48225200G>A rs117892325 0,126 blok 1 63
NC_000016.10:8.48225539T>C rs7196373 0,182 blok 2 64
NC_000016.10:8.48225657G>A rs73546434 0,127 blok 1 65
NC_000016.10:8.48225847C>T rs73546437 0,127 blok 1 66
NC_000016.10:8.48226352A>G rs8055128 0,127 blok 1 67
NC_000016.10:8.48226528T>C rs8060696 0,127 blok 1 68
NC_000016.10:8.48226566T>C rs8060722 0,127 blok 1 69
NC_000016.10:8.48226572C>T rs8047397 0,127 blok 1 70
NC_000016.10:g.48226719G>A rs8056100 0,127 blok 1 71
NC_000016.10:8.48226787G>A rs8056143 0,127 blok 1 72
NC_000016.10:8.48227040A>C rs73546439 0,127 blok 1 73
NC_000016.10:g.48227330C>T rs113855339 0,127 blok 1 74
NC_000016.10:8.48227418C>G rs113647089 0,127 blok 1 75
NC_000016.10:g.48228106T>C rs7359477 0,127 blok 1 76
NC_000016.10:8.48228412T>C rs112408414 0,127 blok 1 77
NC_000016.10:8.48228551A>G rs112037239 0,127 blok 1 78
NC_000016.10:8.48229128G>A rs9938414 0,127 blok 1 79
NC_000016.10:8.48229622A>G rs8046378 0,126 blok 1 80
NC_000016.10:8.48229682T>A rs8051546 0,127 blok 1 81
NC_000016.10:8.48229808T>C rs8051852 0,127 blok 1 82
NC_000016.10:8.48230337G>T rs8043751 0,127 blok 1 83
NC_000016.10:8.48230706A>G rs13336759 0,127 blok 1 84
NC_000016.10:g.48230864T>C rs13338105 0,127 blok 1 85
NC_000016.10:8.48231149C>T rs11863414 0,127 blok 1 86
NC_000016.10:8.48231866C>T rs16945988 0,127 blok 1 87
NC_000016.10:8.48232278C>T rs16945990 0,127 blok 1 88
NC_000016.10:8.48232555A>T rs28570577 0,126 blok 1 89
NC_000016.10:8.48232569A>C rs11866225 0,127 blok 1 90
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NC_000016.10:8.48232628T>C rs11859911 0,127 blok 1 91
NC_000016.10:8.48232920C>T rs11865596 0,127 blok 1 92
NC_000016.10:g.48233419G>T rs13334052 0,127 blok 1 93
NC_000016.10:8.48233436C>A rs13337955 0,127 blok 1 94
NC_000016.10:g.48233591T>G rs13332304 0,127 blok 1 95
NC_000016.10:8.48233667A>G rs13331031 0,127 blok 1 96
NC_000016.10:g.48234376T>G rs11861346 0,127 blok 1 97
NC_000016.10:8.48234377T>A rs11861347 0,127 blok 1 98
NC_000016.10:8.48234384T>A rs11861348 0,127 blok 1 99
NC_000016.10:8.48234407T>C rs11861379 0,127 blok 1 100
NC_000016.10:8.48234808G>C rs13336542 0,127 blok 1 101
NC_000016.10:g.48234948 48234949dupGA rs112734273 0,127 blok 1 102
NC_000016.10:g.48235018G>A rs13336625 0,127 blok 1 103
NC_000016.10:8.48235210del AGAGATGCAA rs398088092 0,127 blok 1 104
NC_000016.10:8.48235650A>G rs10521167 0,127 blok 1 105
NC_000016.10:g.48236007T>C rs16946006 0,127 blok 1 106
NC_000016.10:g.48236518C>T rs9926206 0,126 blok 1 107
NC_000016.10:8.48236597T>C rs9934833 0,127 blok 1 108
NC_000016.10:8.48236663A>G rs9932328 0,127 blok 1 109
NC_000016.10:8.48237551G>A rs8043685 0,127 blok 1 110
NC_000016.10:g.48237641G>A rs8058396 0,127 blok 1 111
NC_000016.10:g.48237770A>G rs8062407 0,127 blok 1 112
NC_000016.10:g.48237777C>T rs8054117 0,127 blok 1 113
NC_000016.10:8.48237907C>T rs8054444 0,127 blok 1 114
NC_000016.10:g.48238441G>C rs16946011 0,127 blok 1 115
NC_000016.10:g.48238475C>T rs16946014 0,127 blok 1 116
NC_000016.10:g.48238612delA rs111614375 0,127 blok 1 117
NC_000016.10:g.48238805T>C rs4340327 0,127 blok 1 118
NC_000016.10:8.48238915C>T rs4325548 0,127 blok 1 119
NC_000016.10:8.48239284T>C rs112904913 0,127 blok 1 120
NC_000016.10:g.48239288C>T rs7203378 0,127 blok 1 121
NC_000016.10:8.48239387C>T rs7203432 0,127 blok 1 122
NC_000016.10:8.48239433A>G rs58938063 0,127 blok 1 123
NC_000016.10:g.48240101C>T rs112433800 0,127 blok 1 124
NC_000016.10:g.48240213G>A rs113241663 0,127 blok 1 125
NC_000016.10:8.48240511T>C rs7202089 0,127 blok 1 126
NC_000016.10:8.48240707C>T rs73555628 0,127 blok 1 127
NC_000016.10:8.48240870G>A rs73555630 0,127 blok 1 128
NC_000016.10:8.48241016C>T rs112070127 0,127 blok 1 129
NC_000016.10:g.48241221C>T rs28849445 0,127 blok 1 130
NC_000016.10:g.48241258T>G rs28842015 0,127 blok 1 131
NC_000016.10:8.48241658T>C rs8049398 0,127 blok 1 132
NC_000016.10:8.48241664C>A rs8056692 0,127 blok 1 133
NC_000016.10:g.48242119T>A rs112624830 0,127 blok 1 134
NC_000016.10:8.48242368A>C rs7186126 0,127 blok 1 135
NC_000016.10:8.48242373A>G rs7186129 0,181 blok 2 136
NC_000016.10:8.48242610G>A rs7186982 0,127 blok 1 137
NC_000016.10:g.48242671A>G rs7191181 0,127 blok 1 138
NC_000016.10:8.48243063T>A rs111465091 0,127 blok 1 139
NC_000016.10:8.48243107A>G rs112059727 0,127 blok 1 140
NC_000016.10:8.48243269C>T rs9930843 0,127 blok 1 141
NC_000016.10:g.48243273T>A rs113449465 0,127 blok 1 142
NC_000016.10:g.48243597_48243598insT rs112913257 0,127 blok 1 143
NC_000016.10:8.48243939T>C rs9940038 0,181 blok 2 144
NC_000016.10:8.48244070C>T rs73555643 0,127 blok 1 145
NC_000016.10:8.48244714A>G rs111886126 0,127 blok 1 146
NC_000016.10:8.48244751T>C rs7187166 0,127 blok 1 147
NC_000016.10:g.48245181C>G rs60431412 0,126 blok 1 148
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Rycina 6. Analiza nieréwnowagi sprzezen wariantéw w chromosomie 2.

blok 1 blok 2 blok 3 blok 4 blok 5 blok 6 blok 7
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Rycina 7. Analiza nieréwnowagi sprzezen wariantéw w chromosomie 7.

55

1.0

0.5

0.0

-0.5

1.0

0.5

0.0

-0.5

-1.0



blok 1 blok 2

R A R BRI ARSI S A AN BRSO ERU D A AN NARDENRROACNRADADPDALEMANARAEANE D AN ©

Rycina 8. Analiza nieréwnowagi sprzezen wariantéw w chromosomie 11.
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Rycina 9. Analiza nieréwnowagi sprzezen wariantéw w chromosomie 13.
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Rycina 10. Analiza nierdwnowagi sprzezen wariantow w chromosomie 16.

Z puli 647 wariantéw jedynie 16 zostato zlokalizowanych w sekwencjach kodujgcych (tak
rozumianych, jesli kodowaty jakikolwiek transkrypt), z czego dziewie¢ byty to zmiany synonimiczne
(Tab. 7). Przewidywany efekt in silico na funkcjonalnos¢ biatka pozostatych siedmiu wariantéw
missensownych wykazat ich potencjalny szkodliwy efekt tylko dla SNP: rs16945988 (ABCC11),
rs3819519, rs3819518 (oba ABCCS8) i rs61732039 (ABCB5) (jedynie wedtug algorytmu SIFT), przy czym
oba warianty w ABCC8 zlokalizowane sg wyfacznie w niekodujgcych transkryptach. Warianty
eksonowe, w tym missensowne, wydaje sie zatem majg raczej marginalny wptyw na obserwowane
klastrowanie. Zdecydowana wiekszos¢ wykrytej zmiennosci w puli 647 wariantéw zwigzanych
z obrazem klastrowania byta zatem zlokalizowana w sekwencjach intronowych.

Sprawdzono potencjalny efekt 647 wariantdw na poziom ekspresji gendw w 54
poszczegélnych rodzajach narzaddw lub ich struktur z bazy danych GTEx (Tab. 8). Nie wykryto
wpltywu Zzadnego wariantu na poziom ekspresji jakichkolwiek genéw w dziewieciu narzadach lub
strukturach: nerka kora, nerka rdzen, jajnik, macica, pochwa, szyjka macicy — endocervix, szyjka
macicy — ectocervix, jajowdd, pecherz moczowy. W pozostatych 45 zidentyfikowano wptyw na
poziom ekspresji 25 réznych gendéw lub niekodujgcych transkryptow, osiem z nich obejmowato
jednak pseudogeny (cztery przypadki) lub niekodujgce transkrypty jak IncRNA (ang. long non-coding
RNA) (trzy przypadki) lub snoRNA (ang. small nucleolar RNAs) (jeden przypadek). Stwierdzono wptyw
wspomnianych wariantdw na ekspresje czterech genéw kodujgcych biatka ABC, przy czym najczesciej
na ABCC8, bo efekt jakiegokolwiek wariantu zostat zaobserwowany az w 35 narzadach lub
strukturach. Najwiecej wariantéw oddziatywato zatem na jego ekspresje w miesniach szkieletowych,
nerwie piszczelowym, tarczycy, okreznicy poprzecznej oraz niektdrych strukturach madzgu. Z kolei

wplyw najwiekszej ilo$ci wariantéw na ekspresje ABCC4 dotyczyt gtéwnie tarczycy i krwi petnej,
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w przypadku ABCC11 jedynie nadnerczy i hodowli komérkowych fibroblastéw, a w przypadku ABCG5
Sledziony. Odnotowano takze wptyw tych wariantéw zlokalizowanych w genach ABC na ekspresje
innych genéw. Warianty w sekwencji ABCC8 wywotywaty efekt na ekspresje az dziewieciu innych
gendw lub transkryptéw, warianty w ABCC11 — czterech, w ABCC4 — trzech, w ABCB11 — trzech,
ABCGS8 - jednego i ABCB5 — jednego. Najwieksza liczba sposrdd tych wariantéw okazuje sie moze
mie¢ wpltyw na poziom ekspresji genu LONP2, az w 21 narzadach lub ich strukturach, gtéwnie:
tkankach ttuszczowych, tetnicach, przetyku, ptucu, miesniach szkieletowych, nerwie piszczelowym,
skdrze i $ledzionie. Rolg tego biatka jest prawdopodobnie utrzymanie homeostazy peroksysomoéw
podczas katalizowania beta-oksydacji kwaséw ttuszczowych (wedtug bazy UniProtkB/Swiss-Prot).
Godne odnotowania sg tez geny G6PC2, kodujacy podjednostke glukozo-6-fosfatazy — kluczowego
enzymu w glukoneogenezie, dla ktérego stwierdzono wptyw na ekspresje w 12 strukturach oraz
KCNJ11, kodujgcy podjednostke Kir6.2 kanatu potasowego, dla ktérego stwierdzono wptyw na
ekspresje w dziewieciu strukturach. Dla pozostatych genéw kodujacych, na ktérych ekspresje
wptywajg te warianty, nie udato sie zidentyfikowaé powigzan funkcjonalnych. Co ciekawe jednak,

w watrobie stwierdzono tez wptyw wielu wariantéw na ekspresje IncRNA ENSG00000261538.

4.2 4. Analiza grupowania probek dla elementéw ontologii, z ktérymi zwigzane sg geny ABC
Przeprowadzono szereg grupowan probek na podstawie proceséw biologicznych lub
zlokalizowania w kompartmentach komdrkowych (w sumie zostaty okreslone jako elementy
ontologii, ang. ontology term) z bazy Gene Ontology, w ktdére zaangazowane sg geny ABC, aby
niezaleznie w ten sposdb okresli¢ podtoze opisanego powyzej klastrowania wszystkich genéw ABC
uwzglednionych w analizie po imputacji. Do grupowania wzieto pod uwage w sumie 33 procesy
biologiczne lub kompartmenty komérkowe, w ktére wedtug bazy zaangazowanych jest co najmniej
osiem gendw, a takze elementy ontologii arbitralnie wybrane jako interesujgce, jesli licznos¢ gendéw
W nie zaangazowana byta mniejsza niz osiem (Tab. 9). Z analizy wykluczono elementy ontologii,
z ktérymi wedtug bazy zwigzanych byto ponad 40 gendw czyli zdecydowana wiekszos¢ nadrodziny
ABC, gdyz nie ujawnitoby to podtoza obserwowanego klastrowania, a zatem: wigzanie ATP (ang. ATP
binding) (48 gendw), btona komérkowa (ang. membrane) (48 gendw), wigzanie nukleotyddw (ang.
nucleotide binding) (47 gendw), hydroliza ATP (ang. ATP hydrolysis activity) (44 geny), aktywnosc¢
transportera typu ABC (ang. ABC-type transporter activity) (44 geny), transport transbtonowy (ang.
transmembrane transport) (44 geny), aktywnos$¢ transbtonowego transportera sprzezonego
z aktywnoscia ATPazowg (ang. ATPase-coupled transmembrane transporter activity) (43 geny),
integralny sktadnik btony (ang. integral component of membrane) (41 gendw). Podczas grupowania

probek uwzgledniono warianty zaréwno czeste jak i rzadkie.
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Tabela 7. Warianty z puli 647 zwigzanych z klastrowaniem, zlokalizowane w kodujacych sekwencjach

gendw, z przewidywanym wptywem in silico SNP missensownych na funkcjonalnos¢ biatka.

efekt

zmiana

pozycja wariantu gen numer rs wariantu aminokwasu SIFT PolyPhen
NC_000007.14:8.20643581G>T ABCB5 rs7349983 synonimiczny p.Val209= - -
NC_000007.14:8.20647558C>T ABCB5 rs2893006 synonimiczny p.Ser335= - -
NC_000007.14:g.20647981A>G  ABCB5 rs61732039  missensowny p.Asp370Gly szkodliwy tagodny
(0,01) (0,149)
NC_000007.14:8.20651424T>C ABCB5 rs34603556  missensowny p.Met446Thr nieszkodliwy tagodny
(1,00) (0)
NC_000007.14:8.20651596G>A ABCB5 rs61227829  synonimiczny p.Ala58= - -
p.Ala503=
NC_000007.14:8.20658647A>G ABCB5 rs2301641 missensowny p.Lys115Glu nieszkodliwy -
p.Lys560Glu (1,00)
NC_000011.10:g.17465421C>G ~ ABCC8 rs3819519 missensowny, p.Argl188Pro szkodliwy (0) tagodny
NMD (0,001)
NC_000011.10:g.17465532C>T ABCC8 rs3819518 missensowny, p.Ser151Asn szkodliwy tagodny
NMD (0,02) (0,195)
NC_000011.10:g.17474969A>G ABCC8 rs1048099 synonimiczny p.Pro69= - -
p.Pro29=
p.Pro64=
p.Pro67=
p.Pro35=
NC_000013.11:8.95062722C>T ABCC4 rs1751034 synonimiczny p.Lys1116= - -
p.Lys1069=
p.Lys1073=
NC_000013.11:8.95206742T>C ABCC4 rs2274406 synonimiczny p.Arg242= - -
p.Arg317=
p.Arg330=
NC_000013.11:8.95209550A>G ABCC4 rs899494 synonimiczny p.lle148= - -
p.lle223=
p.lle236=
NC_000016.10:g.48215007T>C  ABCC11 rs8047091 synonimiczny p.Lys374= - -
NC_000016.10:g.48216115G>T ABCC11 rs11863236  missensowny p.Ala317Glu nieszkodliwy tagodny
(0,27) (0)
NC_000016.10:g.48222691T>C  ABCC11 rs16945974  synonimiczny p.GIn228= - -
NC_000016.10:g.48231866C>T  ABCC11 rs16945988 missensowny p.Arg19His szkodliwy tagodny
(0,01) (0,003)

NMD — proces niszczenia nonsensownych transkryptéw (ang. Nonsense-Mediated Decay); predykcja algorytmu SIFT:
szkodliwy <0,05, nieszkodliwy >0,05; predykcja algorytmu PolyPhen: fagodny <0,446, 0,446< potencjalnie szkodliwy <0,908,
prawdopodobnie szkodliwy >0,908.

Dla szesciu elementéw ontologii otrzymano wyrazne cztery, niezalezne zgrupowania préobek
o sktadzie klastréw, odpowiadajgcym tym jakie otrzymano podczas klastrowania prébek dla
wariantow czestych. W tych przypadkach zaobserwowano nawet duzo wyrazZniejsze rozdzielenie
zgrupowania skfadajgcego sie z klastrow 5 i 7 od klastru nr 4. Byty to wiec elementy ontologii opisane
jako: btona plazmatyczna szczytowa (12 gendw) (Ryc. 11), aktywnosé transbtonowego transportera
anionédw nieorganicznych sprzezona z aktywnoscia ATPazowg (10 gendw) (Ryc. 12), transport
anionéw nieorganicznych (8 gendw) (Ryc. 13), aktywnos$¢ transportera typu ABC S-koniugatéw
glutationu (7 gendéw) (Ryc. 14), transport leukotrienéw (7 gendéw) (Ryc. 15), transport kwaséw
26tciowych i soli zétciowych (6 gendw) (Ryc. 16). Dla procesu biologicznego ,transport lipidow”

grupowanie na cztery opisane powyzej skupienia byty ciggle zachowane, chociaz granice miedzy nimi
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byty juz duzo bardziej zblizone, prawdopodobnie dlatego, ze az 27 gendw jest opisanych w bazie jako
zwigzane z tym procesem, co obniza rozdzielczo$é¢ klastrowania (Ryc. 17). Tendencja taka jest
widoczna zwtaszcza dla elementu ontologii ,btona plazmatyczna”, uwarunkowanej od az 31 gendw,
gdzie granice pomiedzy poszczegdlnymi klastrami w wiekszosci ulegajg zatarciu (Ryc. 18).
W przypadku procesu biologicznego ,,aktywnosé transportera ksenobiotykow typu ABC” (13 gendw)
widoczne byto wyrazZniejsze rozdzielanie sie poszczegdlnych klastréw w zgrupowaniach prébek, tak
np. klastry nr 1 i 9 wyrazniej byty odseparowane od dalej ztgczonych klastrow nr 3 i 8, podobnie
klastry nr 2 i 6 zaczety od siebie odstawaé, cho¢ bez wyraznie zaznaczonej granicy (Ryc. 19).
Natomiast w przypadku elementéw ontologii: wigzanie biatek (25 gendéw) (Ryc. 20), aparat Golgiego
(10 gendéw) (Ryc. 21), transport przez bariere krew-mdzg (9 gendéw) (Ryc. 22), uzyskano rozdziat na
jedynie dwa zgrupowania, gdyz granice miedzy klastraminr 2, 6 i nr 4 oraz miedzy nr 1, 3, 8,9, anr 5,
7 ulegly catkowitemu zatarciu. Efekt ten byt tym bardziej widoczny im mniej genéw byto w niego
zaangazowanych. Podobny obraz uzyskano dla elementéw ontologii: aktywnos$¢ transbtonowego
transportera ksenobiotykéw (8 gendéw) (Ryc. 23) i btona plazmatyczna podstawno-boczna (7 genéw)
(Ryc. 24), cho¢ skupienia prébek w tych przypadkach byty znacznie bardziej rozciggniete Swiadczac
o wiekszym znaczeniu w tym grupowaniach wariantéw rzadkich lub przebijajagcym sie efekcie innych
gendw na taki model klastrowania. Dla pozostatych elementéw ontologii uzyskano juz zupetnie inne
obrazy grupowania probek, Swiadczace o braku ich zwigzku z klastrowaniem wszystkich genéw ABC
uwzglednionych w analizie. Mianowicie, poszczegdlne klastry w zgrupowaniach byty wymieszane
pomiedzy sobg albo tworzyty wiele odstajgcych od siebie matych skupien (Ryc. 25-43).

Powyzisze wyniki sugerujg, ze istnieje gen lub ich grupa, ktorego zmiennos$é zasadniczo
wptywa na rozrdznienie czterech zgrupowan, a nie dwdéch. Traktujgc zatem kazde klastrowanie jako
jedynie efekt zmiennosci genetycznej specyficznego sktadu gendéw jaki go ksztattujg, zblizony trzon
klastrowania na dwa i cztery zgrupowania stanowia, z niewielkimi fluktuacjami, gtéwnie geny
zrodziny ABCC. W przypadku wszystkich klastrowan, w ktérych otrzymano tylko dwa zgrupowania
probek, w zadnym z nich nie byt uwzgledniony gen ABCC11, co wskazuje na jego bezposredni udziat

w podziale na kolejne dwa zgrupowania i sumarycznie tworzenie czterech grupowan.
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Tabela 8. Liczba wariantéw z puli 647 powigzanych z klastrowaniem populacji polskiej i europejskich, wptywajgca na poziom ekspresji genéw w 45
poszczegdlnych rodzajach narzadow lub ich struktur na podstawie bazy GTEx.
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Colon - Transverse Okreznica 68 3 11
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Nerve - Tibial Nerw piszczelowy 2 94 4 137 1
Pancreas Trzustka 19 1 1 1
Pituitary Prz’ysadka 1
mozgowa
Prostate Prostata 1
Skin - Not Sun nieekssk(:r:lo_wana
Exposed g 1 5 4 |17 | 1 8 1
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CLDN10 - ang. claudin 10; DZIP1- ang. DAZ interacting zinc finger protein 1; ENSG00000260052 - niekodujacy transkrypt (IncRNA); ENSG00000260196 - niekodujgcy transkrypt (IncRNA); ENSG00000261538 -
niekodujacy transkrypt (IncRNA); G6PC2 - ang. glucose-6-phosphatase catalytic subunit 2; HPS5 - ang. HPS5 biogenesis of lysosomal organelles complex 2 subunit 2; KCNJ11 - ang. potassium inwardly rectifying

channel subfamily ] member 11; LONP2 - ang. lon peptidase 2, peroxisomal; LRPPRC - ang. leucine rich pentatricopeptide repeat containing; NCR3LG1 - ang. natural killer cell cytotoxicity receptor 3 ligand 1; NOSTRIN -

ang. nitric oxide synthase trafficking inductor; OR7E14P - ang. olfactory receptor family 7 subfamily E member 14 pseudogene; RNY3P8 - ang. RNY3 pseudogene 8; RPL23P8 - ang. ribosomal protein L23 pseudogene 8;

RPS13 - ang. ribosomal protein S13; SAA4 - ang. serum amyloid A4; SDHCP4 - ang. succinate dehydrogenase complex subunit C pseudogene 4; SIAH1 - ang. siah E3 ubiquitin protein ligase 1; SNORD14B - ang. small
nucleolar RNA, C/D box 14B (snoRNA); SPC25 - ang. SPC25 component of NDC80 kinetochore complex



Tabela 9. Klastrowanie 33 proceséw biologicznych i kompartmentéw komdrkowych (elementdw ontologii) na podstawie bazy Gene Ontology, z ktérymi

zwigzane sg geny ABC. Geny zacieniowane nie zostaty uwzglednione w analizie: ABCB7 i ABCD1 ze wzgledu na pofozenie w chromosomie X; pozostate — brak

wyniku imputacji.
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Rycina 11. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,btona plazmatyczna szczytowa”.
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Rycina 12. Klastrowanie dla elementu ontologii ,aktywnos¢ transbtonowego transportera anionéw
nieorganicznych sprzezona z aktywnoscig ATPazowg”.
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Rycina 13. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,transport anionéw nieorganicznych”.
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Rycina 14. Klastrowanie dla elementu ontologii ,aktywnos¢ transportera typu ABC S-koniugatéw
glutationu”.
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Rycina 15. Klastrowanie dla elementu ontologii , transport leukotrienow”.
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Rycina 16. Klastrowanie dla elementu ontologii , transport kwaséw zétciowych i soli zétciowych”.
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Rycina 17. Klastrowanie dla elementu ontologii , transport lipidow”.

u2

Rycina 18. Klastrowanie dla elementu ontologii , btona plazmatyczna”.
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Rycina 19. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,aktywnos¢ transportera ksenobiotykéw typu ABC”.
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Rycina 20. Klastrowanie dla elementu ontologii ,, wigzanie biatek”.
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Rycina 21. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,aparat Golgiego”.
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Rycina 22. Klastrowanie dla elementu ontologii , transport przez bariere krew-mézg”.
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Rycina 23. Klastrowanie dla elementu ontologii ,aktywnos¢ transbtonowego transportera
ksenobiotykow”.
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Rycina 24 . Klastrowanie dla elementu ontologii ,btona plazmatyczna podstawno-boczna”.
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Rycina 25. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,pecherzyk cytoplazmatyczny”.
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Rycina 26. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,organelle otoczone btong wewngatrzkomérkowya”.
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Rycina 27. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,retikulum endoplazmatyczne”.
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Rycina 28. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,aktywnosc¢ transportera lipidow”.
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Rycina 29. Klastrowanie dla elementu ontologii , btona retikulum endoplazmatycznego”.
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Rycina 30. Klastrowanie dla elementu ontologii ,endosom”.
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Rycina 31. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,aktywnos¢ homodimeryzacji biatek”.
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Rycina 32. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,odpowiedz na bodziec ksenobiotyczny”.
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Rycina 33. Klastrowanie dla elementu ontologii ,transport ksenobiotykéw”.
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Rycina 34. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,mitochondrium”.
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Rycina 35. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,cytozo

ul

Rycina 36. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,wyrzut cholesterolu”.
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Rycina 37. Klastrowanie dla elementu ontologii , btona lizosomalna”.
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Rycina 38. Klastrowanie dla elementu ontologii ,nukleoplazma”.
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Rycina 39. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,cytoplazma”.

Rycina 40. Klastrowanie dla elementu ontologii ,homeostaza cholesterolu”.
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Rycina 41. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,wigzanie jonéw metali”.
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Rycina 42. Klastrowanie dla elementu ontologii ,, aktywnos¢ transbtonowego transportera aniondéw
organicznych”.
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Rycina 43. Klastrowanie dla elementu ontologii ,,wigzanie z biatkami MHC klasy I”.

4.2.5. Zréznicowanie gendw kodujacych nadrodzine biatek ABC w populacji polskiej

Klastrowaniu poddano kohorte zgenotypowanych 6660 probek pochodzgcych od ochotnikéw
reprezentujgcych populacje polska. Analiza 24824 wspdtdzielonych wariantéow wykazata grupowanie
na cztery gtéwne skupienia prébek, co odpowiadato wynikowi dla wariantéw czestych w populacjach
europejskich. Juz na tym etapie mozliwe byto wiec wyznaczenie optymalnej liczby klastrow, ktérych
ilos¢ najlepiej oddawata model grupowania prébek. | w tym przypadku wyznaczono ich dziewie¢ (Ryc.
44). Zréznicowanie genetyczne pomiedzy poszczegdlnymi klastrami pokazata dodatkowo analiza F,
w ktérej klastry istotnie (20,05) réznity sie od tych potozonych na przeciwlegtych ptaszczyznach (Ryc.
45). W przypadku analizy préobek na podstawie 3602 wariantéw czestych (MAF >0,05) otrzymano
wynik odpowiadajgcy powyzszemu dla wszystkich wariantéw, choé¢ zgrupowania bylty wyrazniej
oddzielone przez mniejszg ilo$¢ probek na ich granicach (Ryc. 46). Pordwnujgc jednak ten wynik
z analogicznym dla populacji europejskich, to granice pomiedzy poszczegdlnymi zgrupowaniami
w tym przypadku nie byly az tak wyraznie zarysowane, ale jest to prawdopodobnie jedynie efekt
ogromnego zwiekszenia skali probek wzietej do analizy, co obniza rozdzielczo$¢ rozdziatu. Podobnie
i tym razem, otrzymano model optymalnej ilosci dziewieciu klastréw. Jedno zgrupowanie tworzyly

cztery klastry: nr 7 i 2, z zaznaczong granicg pomiedzy klastrami nr 3 i 4. Wyrazniej od niego
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oddzielone znajdowato sie zgrupowanie klastréw nr 1 i 8. Z kolei pozostate zgrupowania tworzyty
klastry nr 5i 6 oraz samodzielne z klastrem nr 9.

Klastrowanie 21222 wariantéw typu rzadkiego (MAF <0,05), podobnie jak przy poréwnaniu
populacji europejskich, zupetnie nie odwzorowato przyporzagdkowania probek do klastrow
z grupowania wariantow czestych (Ryc. 47). Otrzymano zatem jedno gtéwne zgrupowanie prébek

oraz kilka zdecydowanie mniejszych, daleko odseparowanych.
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Rycina 44. Klastrowanie populacji polskiej dla wszystkich wspétdzielonych wariantow.
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Rycina 45. Analiza F; zréznicowania genetycznego pomiedzy zidentyfikowanymi klastrami w populacji
polskiej.
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Rycina 47. Klastrowanie populacji polskiej dla wspétdzielonych wariantéw rzadkich.
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4.2.6. Identyfikacja zmiennos$ci w genomie zwigzanej z otrzymanym klastrowaniem

Dla wynikow klastrowania populacji polskiej przeprowadzono badanie asocjacyjne catego
genomu (GWAS, ang. Genome-Wide Association Study), w celu zidentyfikowania zmiennosci
w specyficznych loci, jaka odpowiada za otrzymany obraz klastrowania. Pozwolito to tez
jednoznacznie wyjasni¢ kwestie unikatowosci wyniku klastrowania wytgcznie dla genéw ABC.
Zidentyfikowano zatem warianty (MAF 20,05) i geny, w jakich one lokujg, ktére sg zwigzane
z wyodrebnieniem kazdego z dziewieciu klastrow (Tab. 10). W analizie stwierdzono najwiekszg ilos¢
wariantéw zlokalizowanych w genach ABC, ktdra miata taki efekt: ABCB5, ABCC4, ABCC8, ABCC(C11,
ABCC12. Co wiecej, udziat tych wariantéw byt zdecydowanie najbardziej istotny w klastrowaniu,

osiagajac dla niektdrych czesto wartosci rzedu p <10™%

. Warianty zlokalizowane w innych genach,
zazwyczaj w tym samym Jucus co geny kodujgce biatka ABC, byty pojedynczymi zdarzeniami
i najczeéciej miaty marginalnie istotne znaczenie (p <10” — 10°). Wyjatkowo istotne na tym tle

(p dochodzace rzedu 10

) byly jedynie po dwa warianty zlokalizowane w genach LONP2 i SIAH1,
roznicujgce kazdy klaster. Pozostate przypadki stanowity warianty w przestrzeni miedzygenowej,

osiagajac jednak w pojedynczych przypadkach istotng warto$é¢ p <10°°.

Tabela 10. llo$¢ wariantow (MAF 20,05) w genomie na kolejnych chromosomach, ktére istotnie (p
<10) réznicuja poszczegdlne klastry miedzy soba dla populacji polskiej. Wyszczegdlniono geny ABC.

Chr. llos¢ wariantéw (MAF 20,05), ktore istotnie (p <10'5) réznicujg poszczegolne klastry (1 — 9) miedzy soba
v 1 2 3 4 5 6 7 8 9
N-> 1051 1160 510 723 595 584 991 516 530
1 3 2 2
2 2 2 2 1 1 2 1
3 1 6 6 2 2 2
4 2 6 3 2 2
5 3 3 1 2
6 4 1 2 1 1 4 1 1
7 28 29 55 46 32 26 25 33 1
ABCB5: 20 ABCB5: 19 ABCB5: 28 ABCB5: 29 ABCB5: 22 ABCB5: 21 ABCB5: 21 ABCB5: 23
8 1 1 2 1 2 4
9 1 2 1 3 3 2
10 2 1 1 1 2
25 28
u ABCC8: 14 2 ! 2 3 ABCCS8: 13 / 2
3 2
12 ABCC9: 1 ABCC9: 2 3 > ! 2
13 50 30 14 20 27 21 22 29 40
ABCC4: 33 ABCC4: 23 ABCC4: 14 ABCC4: 20 ABCC4:19 ABCC4: 19 ABCC4: 20 ABCC4: 25 ABCC4: 26
14 1 1 1 2 1 3
15 1 1 2
33 41 19 21 76 74 37 19 60
16 ABCC11:11 | ABCC11:11 | ABCC11:10 | ABCC11:10 | ABCC11:14 | ABCC11:14 | ABCC11:10 | ABCC11:10 | ABCC11:14
ABCC12:2 ABCC12:2 ABCC12:2 ABCC12:2 ABCC12:2 ABCC12:2 ABCC12:2 ABCC12:2 ABCC12:2
17 2 1
18 1 2 3 a4
19 1 1
20 2 2
21 2
22 1 1
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4.2.7. Réinice w ekspresji genéw w narzadach lub ich strukturach w poszczegdlnych klastrach

W analizie asocjacyjnej catego transkryptomu (TWAS, ang. Transcriptome-Wide Association
Study) zidentyfikowano geny, ktére wykazaty istotnie (p <0,05) zmieniong ekspresje w kazdym
z dziewieciu klastrow w stosunku do pozostatych, w specyficznych narzadach lub ich strukturach z 44
rodzajow z bazy danych GTEx (Tab. 11). Sposrdod gendw ABC najbardziej specyficznie
w poszczegdlnych klastrach zachodzita ekspresja ABCC4, najistotniej w tarczycy, krwi petnej
i okreznicy esicy, oraz ABCC8, dla ktdérego istotne zmiany w ekspresji byly obserwowane tylko
w klastrach nr 2 i 7, najczesciej skorelowana z tymi dla KCNJ11, dla tkanek okreznicy, przetyku, serca,
nerwu, miesni szkieletowych, niektdrych struktur modzgu, tetnic, tarczycy i tkanki ttuszczowe;.
Ponadto we wszystkich klastrach istotnie zmieniona byfa ekspresja genéw z tego samego locus:
ABCC11, LONP2 i SIAH1. Prawdopodobnie sg to wiec geny ulegajgce konstytutywnej ekspresji
w wiekszosci rodzajéw tkanek i sg ze sobg sprzezone. Warianty jednak, ktére wptywajg na ich
ekspresje bardzo dobrze rozdzielajg poszczegdlne klastry. Pozostate geny, ktérych zmiany ekspresji
odnotowano w poszczegdlnych klastrach, petnig réinorodne funkcje komdrkowe, bezposrednio
niepowigzane ze sobg jak: regulacja ubikwitynacji, tworzenie cytoszkieletu, proliferacja lub

réznicowanie komadrek albo tez ich funkcje nie zostaty jeszcze doktadnie opisane.

Tabela 11. llo$¢ narzaddw i struktur z bazy GTEx, w ktdrych ekspresja gendw byta istotnie (p <0,05)

zmieniona w kazdym klastrze. Z wyjatkiem gendw kodujgcych biatka ABC podano, jesli liczba >4.

Chr. Gen llos¢ struktur, w ktorych ekspresja gendw byta istotnie (p <0,05) zmieniona w kazdym klastrze (1 - 9)
v v Klaster > 1 2 3 4 5 6 7 8 9
13 ABCC4 12 6 3 4 5 4 6 8
11 ABCC8 23 24
16 ABCC11 4 4 4 4 4 4 4 4 4
13 DZIP1 5
22 FBXO7 4
11 KCNJ11 12 14
16 KRBOXS5 4 11 10 5
16 LONP2 31 31 31 31 31 31 31 31 31
17 MIS12 6
2 NBAS 6
11 NCR3LG1 7
11 PLEKHA7 6 5
14 PLEKHH1 4
12 PRDM4 5
7 SGCE 4
16 SHCBP1 4 4 4 4 4 4 4
16 SIAH1 5 5 4 4 5 5 4 4 5
6 SMIM8 15
13 UGGT2 5

DZIP1- ang. DAZ interacting zinc finger protein 1; FBXO7 - ang. F-Box Protein 7; KCNJ11 - ang. potassium inwardly rectifying channel
subfamily ) member 11; KRBOX5- ang. KRAB box domain containing 5; LONP2 - ang. lon peptidase 2, peroxisomal; MIS12 - ang. kinetochore
complex component; NBAS - ang. NBAS subunit of NRZ tethering complex; NCR3LG1 - ang. natural killer cell cytotoxicity receptor 3 ligand 1;
PLEKHA?7 - ang. pleckstrin homology domain containing A7; PLEKHH1 - ang. pleckstrin homology, MyTH4 And FERM domain containing H1;
PRDM4 - ang. PR/SET domain 4; SGCE - ang. sarcoglycan epsilon; SHCBP1 - ang. SHC binding and spindle associated 1; SIAH1 - ang. siah E3
ubiquitin protein ligase 1; SMIM8 - ang. small integral membrane protein 8; UGGT2 - ang. UDP-glucose glycoprotein glucosyltransferase 2.
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4.2.8. Analiza zwigzku klastrowania populacji polskiej z fenotypem

Dysponujac jednorodnymi danymi ankietowymi od 5656 ochotnikéw z populacji polskiej,
wtym na temat choréb cywilizacyjnych, dokonano analizy ich zwigzku z obserwowanym
klastrowaniem (Tab. 12). Stwierdzono, ze dystrybucja wariantéw w poszczegdlnych dziewieciu
klastrach byta istotnie zwigzana z cukrzycy i dotyczyta zwtaszcza klastréw nr 4 i 7. Na granicy
istotnosci zaobserwowano rowniez zwigzek z chorobami reumatycznymi, szczegélnie w klastrze nr 5.
Nie stwierdzono natomiast korelacji z klastrowaniem dla miazdzycy i astmy, a w przypadku kilku
innych interesujacych choréb jak choroba Alzheimera, dotyczyty one jednostkowych przypadkdw i nie

mozna byto na ich podstawie dokonaé wiarygodnej oceny istotnosci, dlatego zostaty pominiete.

Tabela 12. Czestos¢ dawcéw prébek z populacji polskiej w odpowiednich klastrach, deklarujgcych lub

nie deklarujgcych poszczegdlne choroby.

Odpowiedzi Czestosé dawcéw prébek deklarujacych chorobe lub nie, w poszczegélnych klastrach (1-9)
ankietowe | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
N-> 903 971 439 620 496 504 847 440 436

Cukrzyca (test chi-kwadrat = 18,9860; p = 0,0149)

tak 0,0421  0,0391 0,0410 0,0677 0,0423 0,0357 0,0661 0,0318 0,0482
nie 0,9579  0,9609 0,9590 0,9323 0,9577 0,9643 0,9339 0,9682 0,9518

Miazdzyca (test chi-kwadrat = 2,7626; p = 0,9484)

tak 0,0377  0,0278 0,0364 0,0323 0,0363 0,0258 0,0319 0,0341 0,0298
nie 0,9623  0,9722 0,9636 0,9677 0,9637 0,9742 0,9681 0,9659 0,9702

Astma (test chi-kwadrat = 7,9589; p = 0,4375)

tak 0,0520  0,0505 0,0387 0,0403 0,0585 0,0337 0,0531 0,0341 0,0505
nie 0,9480  0,9495 0,9613 0,9597 0,9415 0,9663 0,9469 0,9659 0,9495

Choroby reumatyczne (test chi-kwadrat = 15,5280; p = 0,0497)

tak 0,0952  0,1020 0,1139 0,0774 0,1411 0,0913 0,1051 0,0864 0,0986
nie 0,9048  0,8980 0,8861 0,9226 0,8589 0,9087 0,8949 0,9136 0,9014
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5. DYSKUSJA

Biatka ABC sg najwiekszg i bardzo starg ewolucyjnie rodzing biatek transbtonowych, a geny je
kodujgce wykazujg niezwykte zakonserwowanie od bakterii po ludzi (Dean i in., 2022). Uwaza sie, ze
wyewoluowaty w odpowiedzi na substancje toksyczne i inne warunki srodowiskowe, na ktdre
narazony jest kazdy gatunek (Silverton i in., 2011). Sugeruje to, ze prawidtowe funkcjonowanie
transporterow ABC ma kluczowe znaczenie w utrzymaniu witasciwej kondycji organizmu, co najlepiej
potwierdza fakt, ze do tej pory zidentyfikowano mutacje powodujace choroby jednogenowe w az
ponad 20 genach ABC (Dean iin., 2022; Silvertoniin., 2011).

W publikacjach wchodzacych w skfad niniejszej rozprawy przeprowadzono analize zmiennosci
genetycznej prawie catych sekwencji kodujacych w genach ABCC1 i ABCG2 u ochotnikdw z polskiej
populacji. Jedynie kilka wariantéw znalezionych w eksonach obu genéw wystepowato z czestoscig
MAF >0,05, a sposrdd nich tylko pojedyncze byty zmianami niesynonimicznymi. W obu przypadkach
wiekszos¢ ogdtem wykrytych wariantéw stanowity zatem te zlokalizowane w intronach, mimo ze
skanowaniu poddano tylko krétkie ich fragmenty okalajgce eksony. Z kolei w badaniach
nieopublikowanych wiaczonych do niniejszej rozprawy, wariantéw czestych w sekwencjach
kodujacych jak i niekodujgcych, a pokrywajacych sie miedzy populacjg polskg i danymi z bazy 1000
Genomes Project, zidentyfikowano 3962, natomiast rzadkich 15191 (MAF <0,05). Nalezy mie¢ jednak
na uwadze, ze do tego badania byly wykorzystane tylko specyficzne warianty naniesione przez
producenta na mikromacierzach, a nie zmienno$¢ z petnych sekwencji gendw, stad szacunek
zwtaszcza zmiennosci rzadkiej, ktora jest typowo osobnicza, moze byé mocno zanizony.

Zmiennos¢ typu rzadkiego w genach kodujgcych biatka ABC w populacji polskiej jest zatem
zdecydowanie bardziej powszechna niz zmiennos¢ typu czestego wiec tym samym nie byto podstaw
do odrzucenia hipotezy badawczej nr 1. Wniosek ten jest zgodny z wynikiem jedynego do tej pory
badania, charakteryzujacego geny catej nadrodziny biatek ABC u 138632 dawcow z siedmiu réznych
populacji etnicznych, a gtdwnie ich eksomy (petne sekwencje kodujgce). Stwierdzono, ze az 98,5%
zmiennosci stanowita ta rzadka, przy czym autorzy przyjeli prég MAF <0,01. To dato ostatecznie
wynik tylko 917 wariantow czestych (MAF 20,01) w sekwencjach kodujgcych wszystkie te geny (Xiao i
in., 2020a). Takze w badaniu wiekszej grupy farmakogendéw, w ktérym uwzgledniono 22 kodujace
transportery ABC, zmiennos$¢ rzadka (MAF <0,01) dotyczyta 92,9% wariantow (Kozyraiin., 2017). Taki
wynik sumarycznie pokrywa sie z ogélnym obrazem zmiennosci petnego genomu wskazujgcym, ze
wszystkie populacje wykazujg wzbogacenie rzadkich wariantow, odzwierciedlajgce ewolucyjnie
stosunkowo niedawny, gwattowny wzrost wielkosci populacji, skutki zréznicowania geograficznego
i Srodowiskowego (Abecasis i in., 2012). Nie jest zaskakujgce zatem, ze obserwowana zmiennosc
w genach kodujacych biatka ABC i innych farmakogenach podlegata tym samym procesom. Stopien

zréznicowania rzadkich wariantéw, w wyniku takich zdarzen jak efekt waskiego gardta lub mieszanie
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sie z innymi populacjami, moze by¢ jednak specyficzny w zaleznosci od populacji (Abecasis i in.,
2012). Zazwyczaj zmiennos$¢ rzadka jest jednak wynikiem niedawnych mutacji, stad przypuszcza sie,
Ze sg one skupione geograficznie lub nawet prywatne dla okreslonych populacji (Nelson i in., 2012).
Taki wynik zaobserwowano we wspomnianym wczesniej badaniu Xiao i in. (2020a), w ktérym az 76%
funkcjonalnych, przypuszczalnie szkodliwych wariantow (ang. putatively deleterious variants)
w genach ABC, byto specyficznych tylko dla jednej populacji, a prawie potowe z nich wykryto
w europejskiej. Ten rodzaj zmiennosci moze by¢ zatem przyczyng osobniczej odpowiedzi na
farmakoterapie (Ingelman-Sundberg i in., 2018; Kozyra i in., 2017).

Wyttumaczeniem zaobserwowanej dystrybucji wariantdw moze by¢ rzadsze wystepowanie
w populacji tych, ktére wptywajg niekorzystanie na funkcjonalnos¢ biatek niz tych, ktére nie maja
takiego efektu (Silverton i in.,, 2011). Ten wniosek wspierataby ograniczona zmiennos¢ w tak
zakonserwowanych i kluczowych domenach dla prawidiowego dziatania biatek jak NBD (Dean i
Annilo, 2005). Potwierdza to zwtaszcza fakt, ze mutacje w wielu genach ABC s3 zwigzane z tak
powaznymi chorobami lub wptywem na odpowied? farmakoterapii. Rzadka czesto$¢ wystepowania
wariantow redukujacych prawidtowe dziatania biatka sugeruje, ze takie warianty nie majg
korzystnego ewolucyjnie fenotypu, a zatem nie podlegajg pozytywnej presji selekcyjnej (Silverton i
in., 2011). To ostatecznie prowadzi do wniosku, ze zwtaszcza sekwencje genéw ABC, s3 mocno
zakonserwowane ewolucyjnie.

Poréwnanie wynikdw wykrytej zmiennosci ABCC1 i ABCG2 w populacji polskiej z danymi
literaturowymi podejmujgcymi ten temat dla innych populacji wykazato istotne réznice w czestosci
wystepowania specyficznych wariantéw. Ujawnity sie one szczegélnie pomiedzy wartosciami MAF
w populacji polskiej, a tymi uzyskanymi w populacjach o innym pochodzeniu etnicznym czyli
wschodnioazjatyckimi takimi jak japoriska, chifdska i koreanska, oraz tymi wykrytymi w kohortach
dawcéw o pochodzeniu afrykanskim. Nie zaobserwowano jednak istotnych réznic w stosunku do
wynikéw dla innych populacji odmiany biatej. Jest to zgodne z innymi, wcze$niejszymi badaniami
porownujgcymi czestos¢ wariantdéw u tych populacji (leiri, 2012; Kurose i in., 2012; Wang i in., 2006).
Wynik ten ponadto zostat potwierdzony w badaniach nieopublikowanych, wchodzgcych w skfad
niniejszej rozprawy. W analizie klastrowania populacji polskiej oraz populacji referencyjnych z catego
Swiata uzyskano wyrazne grupowanie poszczegdlnych populacji w obrebie regionu geograficznego,
z ktérego pochodzity. Populacja polska na tym tle byta istotnie oddzielona od populacji z innych
regiondw geograficznych, a skupiona razem z pozostatymi europejskimi, a zatem nie byto podstaw do
odrzucenia hipotezy badawczej nr 2. Otrzymany wynik dla genéw ABC oddaje zatem naturalny obraz
zmiennosci catogenomowej miedzy populacjami o réznym pochodzeniu, ktéra wskazuje na efekt

silnego i diugotrwatego waskiego gardta w przesztosci, po ktérym nastgpit niezwykle szybki wzrost
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populacji spoza Afryki i genetyczne wyodrebnienie sie populacji europejskich, azjatyckich
i amerykanskich (Autoniin., 2015).

W kolejnej analizie przeprowadzono podobne klastrowanie, jednak zawezone juz tylko do
populacji polskiej i pozostatych europejskich. Otrzymany wynik nie byt jednak w ogdle zwigzany
z pochodzeniem populacyjnym dawcéw prébek poniewaz byli oni segregowani do zupetnie pod tym
wzgledem niezaleznych klastrow, przez co hipoteze badawczg nr 3 nalezy odrzuci¢. Obserwowana
zmienno$¢ nie jest zatem zalezna od populacji, a raczej ma charakter osobniczy. Wynik ten byt
nieoczekiwany poniewaz opisywane byty przestanki sugerujace, ze rézne populacje majg stosunkowo
duzg liczbe wariantéw, ktére zazwyczaj sg genetycznie lub geograficznie odrebne w obrebie ich grupy
kontynentalnej, co swiadczytoby o stosunkowo niedawnych adaptacjach do lokalnych zmian
w Srodowisku (Auton i in., 2015; Wang i in., 2007). Niemniej jednak podkreslano tez, ze liczba gendéw
wykazujgcych silne zréznicowanie miedzy blisko spokrewnionymi populacjami nie jest wielka (Auton i
in., 2015). W odniesieniu do takich genédw mozna byto jednak przypuszczaé, ze ich lista obejmuje te
kodujgce nadrodzine biatek ABC, ze wzgledu na petng game kluczowych funkcji jakie petnig, takze
tych o znaczeniu adaptacyjnym jak chociazby presja selekcyjna zwigzana z usuwaniem
ksenobiotykéw. Mozna byto zatem oczekiwa¢, ze analiza szczegétowej zmiennosci genetycznej catej
rodziny gendw wykaze specyficzne rdznice miedzy populacjami europejskimi. Klastrowanie tego
jednak nie potwierdzito, mimo nawet stosunkowo znacznej rozbieznosci geograficznej i historycznej
miedzy badanymi populacjami europejskimi. To zaskakujgcy wynik chociazby dla populacji finskiej,
wykazujgcej znacznie nizszy poziom wspotdzielenia wariantéow rzadkich z innymi populacjami,
szczegoblnie potudniowoeuropejskimi (Nelson i in., 2012).

W celu wyjasnienia potencjalnego podfoza takiego klastrowania ws$réd populacji
europejskich, przeprowadzono zatem najpierw odrebne klastrowania w oparciu o zmiennos$¢ czestg
(MAF >0,05) i rzadka (MAF <0,05). Uzyskany wynik dla zmiennosci czestej uwydatniat wyraznie lepszg
rozdzielczo$¢ widocznych wczesniej zgrupowan dla petnej zmiennosci. Natomiast zmiennos¢ rzadka,
nie wykazata takiego zwigzku ani takze populacyjnie specyficznego klastrowania, mimo swojego
prawdopodobnie stosunkowo niedawnego pochodzenia i zwiekszonego poziomu zrdznicowania
w poszczegdlnych populacjach (Abecasis i in., 2012). Ponadto prébki tworzgce kazdy z klastrow dla
zmiennosci rzadkiej byly rozlokowane w innych klastrach zmiennosci czestej, Swiadczac
o niezaleznym dziedziczeniu tych wariantéw. Mimo wiec swojego opisywanego, potencjalnie
istotnego wptywu na prawidtowe funkcjonowanie biatka i farmakoterapie (Ingelman-Sundberg i in.,
2018; Kozyra i in., 2017; Zhou i in., 2021), to zmiennos$¢ rzadka nie jest zwigzana z otrzymanym
obrazem populacyjnego klastrowania.

Warianty, ktére istotnie wptywaty na obraz klastrowania populacji europejskich,

zidentyfikowano z rdéinym rozktadem w osmiu genach ABC. Niezalezne od tego wykonane
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klastrowania prébek na podstawie elementdw ontologii, z jakimi sg zwigzane odpowiednie geny ABC,
odzwierciedlajg ten sam model klastrowania dla funkcji dotyczacych transportu kwaséw zétciowych,
aniondéw nieorganicznych i S-koniugatéw glutationu. Wyniki z obu podejsé spdjnie sugerujg zatem, ze
za otrzymanym obrazem klastrowania gendw ABC w populacjach europejskich w duzej mierze stoi
zmiennos¢ tych, ktére sy zaangazowane w procesy zwigzane z homeostazg kwaséw zdéfciowych.
Odpowiadajg one za podziat na dwa zgrupowania probek, gdyz prawdopodobnie to zmienno$é genu
ABCC11 jest czynnikiem, ktéry powoduje dodatkowy rozdziat populacji europejskich z dwdch
zgrupowan, na cztery. Oznaczatoby to wspdtistnienie dwdch, niezaleznych mechanizméw
klastrujacych populacje europejskie na podstawie zmiennosci genéw ABC, a ABCC11 mégtby zatem
by¢ wéwczas zwigzany z oboma z nich.

Literatura Zrédtowa obszernie opisuje mechanizmy, w ktérych kwasy zétciowe sg nie tylko
trawiennymi zwigzkami powierzchniowo czynnymi, ale takze waznymi czgsteczkami sygnalizacyjnymi,
ktére stymulujg kilka szlakéw sygnatowych w celu regulacji niektérych, kluczowych proceséw
biologicznych, w tym metabolizmu lipidéw i glukozy oraz homeostazy energetycznej (Ding i in., 2015;
Jiniin,, 2019; Prawitt i Staels, 2010; Staels i in., 2010). Gtéwnie dziatajg jako ligandy dla jadrowego
receptora farnezoidowego X (FXR, ang. Farnesoid X Receptor) oraz receptora kwasu zdétciowego 1
sprzezonego z biatkiem G (GPBAR1, ang. G Protein-coupled Bile Acid Receptor 1), zwanego najczesciej
TGRS (ang. Takeda G protein Receptor 5) (Chavez-Talavera i in., 2017; Shapiro i in., 2018). W skrdcie,
aktywowany w hepatocytach i enterocytach FXR, w ztozonej petli ujemnego sprzezenia zwrotnego,
hamuje synteze kwaséw zétciowych, stymuluje ekspresje transporterow kodowanych przez ABCB11,
ABCB4, ABCG5/ABCGS i dzieki temu wyptyw odpowiednio soli zétciowych, fosfolipidow i cholesterolu
do kanatéw zétciowych, a takze ogranicza wychwyt zwrotny soli zétciowych z krwi (de Aguiar Vallim i
in., 2013). Badania sugerowaty tez, ze aktywacja FXR obniza poziom glukozy w osoczu poprzez
uwrazliwienie na dziatanie insuliny, a takze zmniejsza poziom glukozo-6-fosfatazy czym hamuje
glukoneogeneze i zwieksza synteze glikogenu w watrobie (Ding i in., 2015; Shapiro i in., 2018). Z kolei
aktywacja TGR5 powoduje internalizacje receptora, zwiekszenie wewnatrzkomérkowego poziomu
cAMP i aktywacje kinazy biatkowej A, co prowadzi do fosforylacji biatek docelowych, w tym
odpowiednich czynnikéw transkrypcyjnych (Ding i in., 2015; Kuipers i in., 2014; Staels i in., 2010).
Skutki sg tkankowo specyficzne i obejmujg dziatanie przeciwzapalne, rozluznienie pecherzyka
76fciowego, przyspieszong perystaltyke jelit, zwiekszony wydatek energetyczny w brunatnej tkance
ttuszczowej i miesniach poprzez uwalnianie glukagonopodobnego peptydu 1 (GLP-1) w komérkach
L jelit i stymulacje produkcji insuliny w komadrkach trzustki (Kuipers i in., 2014; Molinaro i in., 2018).
U pacjentéw z hipercholesterolemig podawanie sekwestrantéw wigzgcych kwasy zétciowe, w celu
zwiekszenia poziomu wydalania ich z katem, powodowato zwiekszenie ich syntezy i tym samym

obnizenie poziomu lipoprotein o matej gestosci (LDL, ang. Low-Density Lipoprotein) w osoczu,
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a u pacjentéw z cukrzycy typu 2, obnizenie poziomu glukozy w osoczu i zwiekszong wrazliwosé na
insuline (Staels i in., 2010). W doswiadczeniach na myszach wykazano, ze dieta wysokottuszczowa
i zwiekszenie we krwi poziomu kwasow zdétciowych aktywowaty TGR5, co poprzez stymulacje cAMP
prowadzito do zwiekszenia poziomu aktywnego hormonu tarczycy i powodowato podniesienie
poziomu intesywnosci metabolizmu glukozy oraz zmniejszenie otytosci i insulinoopornosci (de Aguiar
Vallim i in., 2013; Kuipers i in., 2014; Shapiro i in., 2018).

Wiekszos¢ z tych wynikdw pozyskano jednak z badan na modelach mysich, u ludzi
mechanizmy te nie zostaty jeszcze wystarczajgco dobrze zbadane (Hansen i in., 2014; Molinaro i in.,
2018). Na podstawie molekularnych zaleznosci jakie uzyskano w wynikach rozprawy mozna jednak
przypuszczaé, ze istniejg uzasadnione przestanki do funkcjonowania takich proceséw. Bezposrednio
potgczone z nimi moze by¢ bowiem funkcjonowanie biatek ABC i zmiennosé gendw je kodujacych,
w tym wykryte w niniejszej rozprawie jako zwigzane z klastrowaniem populacji europejskich. ABCB11,
ABCG5/ABCG8 poprzez wydzielanie soli zétciowych i cholesterolu, ABCC8 przez stymulowanie
wydzielania insuliny, a ABCC4 i ABCC11 przez udziat w procesie wydzielania zétci lub poprzez
transport cAMP w szlakach sygnatowych. To z kolei sugerowatoby wniosek, ze u Europejczykéw, bez
wzgledu na populacje, utrwalone sg dwa rézne fenotypy zwigzane z homeostazg lipidowo-glukozowa.
Oznaczatoby to zatem, ze ich zakonserwowanie jest starsze niz nastgpit rozdziat na poszczegdine
populacje odmiany biatej cztowieka. Ten przypuszczalny model moze $wiadczy¢ o doborze, ktéry
zachowuje w populacji allele dostosowane do poziomu metabolizmu, np. w zaleznosci od rodzaju
diety lub dostepnosci pokarmu. Taki rodzaj selekcji moina by okresli¢ zbalansowanym lub
rownowazacym (ang. balancing selection) i polega na utrzymywaniu w puli genowej populacji alleli
z czestoscig wiekszg niz to wynikatoby z samego dryfu genetycznego (Minias i Vinkler, 2022).
Wyjasnienie jednak mechanizmu jaki statby u podfoza tej selekcji jest w tym momencie niestety
trudne do ustalenia. Co wiecej, ten wniosek potwierdzataby takie przeprowadzona analiza
fenotypowa dla poszczegdlnych klastréw w populacji polskiej, na podstawie danych ankietowych
dotyczacych cywilizacyjnych jednostek chorobowych i wykazany istotny zwigzek z cukrzycg. W dobie
wspotczesnego braku powszechnych problemoéw z zaspokojeniem potrzeb zywieniowych u populacji
pochodzenia europejskiego, a nawet przeciwnie, wobec stylu odzywiania, ktéry prowadzi do
demograficznej plagi otytosci i cukrzycy typu 2 (Fang i in., 2022), postulowana zmiennos¢ gendw
kodujgcych niektére biatka ABC moze byé wiec niespodziewanie istotnym czynnikiem zwigzanym
z tymi chorobami cywilizacyjnymi.

Co ciekawe tez, polimorfizmy istotnie zwigzane z opisywanym klastrowaniem zlokalizowano
niemal wytgcznie w intronach. Warianty w regionach niekodujagcych mogg jednak wptywaé na
elementy regulatorowe, takie jak promotory, wzmacniacze, wyciszacze i izolatory, ktdre z kolei moga

zmienia¢ ich powinowactwo do czynnika transkrypcyjnego lub zmienia¢ lokalng strukture

92



chromatyny. Z kolei warianty w miejscach splicingu mogg go zakiécaé, prowadzac do
nieprawidtowego sktadania transkryptow i ich usuwania w procesie NMD (ang. Nonsense-Mediated
Decay) lub skutkowaé produkcjg dysfunkcyjnych biatek (Zhou i in., 2018). Dobrym przyktadem jest
analiza miejsc wigzania opisywanego receptora FXR, obejmujgca caty genom, ktdra ujawnita, ze tylko
10% specyficznych elementéw odpowiedzi DNA (FXRE) jest obecnych w proksymalnych promotorach
docelowych gendéw, podczas gdy wiekszos¢ (90%) znajdowata sie w intronach lub regionach
miedzygenowych (de Aguiar Vallimiin., 2013).

W niniejszej rozprawie stwierdzono réwniez, ze warianty te mogg mie¢ wptyw na ekspresje
gendw zalezng od narzadu lub jego struktury, nie tylko tych kodujgcych biatka ABC, ale tez innych np.
zwigzanych z gospodarky glukozowg jak glukozo-6-fosfataza czy podjednostka Kir6.2. O ile dla
niektérych z pozostatych gendw ciezko jest wykazaé takie powigzanie z funkcja jaka petnig i moze to
by¢ jedynie efekt wspdlnych loci z genami zawierajgcymi te warianty, tak wptyw na ekspresje
w watrobie, zwtaszcza jednego IncRNA, moze juz by¢ nieprzypadkowy. Takie niekodujgce transkrypty
odgrywajg wazine role w wielu procesach, takich jak transkrypcja, splicing, translacja mRNA
i modyfikacje epigenetyczne, ze wzgledu na swojg specyficznos$¢ interakcji zaréwno z DNA, jak
i biatkami (Arrigoni i in., 2016; Hlavac¢ i in.,, 2020a). Efekt specyficznej ekspresji gendéw ABC
w poszczegdlnych narzadach lub ich strukturach zostat ponadto potwierdzony w niniejszej rozprawie
W niezaleznej analizie TWAS na populacji polskiej. Uzyskano bardzo dobre odwzorowanie analizy
przeprowadzonej dla wariantow istotnie zwigzanych z klastrowaniem populacji europejskich,
potwierdzajgc tym samym miejscowo specyficzng modulacje ekspresji tych gendw.

Narzadowo specyficzny wptyw zmiennosci gendw ABC na ekspresje moze by¢ ponadto tez
zwigzany z miejscami ekspresji receptorow kwaséw zétciowych. Wspieratoby to postulowany udziat
tej zmiennos$ci w regulacji gospodarki lipidowo-glukozowe]. Ekspresja TGR5 zachodzi bowiem nie
tylko w komodrkach nieparenchymalnych watroby, takich jak: komdrki nabtonkowe pecherzyka
z6fciowego, cholangiocyty (komdrki nabtonkowe przewodu zétciowego) czy komérki Kupffera
(makrofagi), ale takze w wielu innych tkankach, w tym w brazowej tkance ttuszczowej, jelitowych
komérkach enteroendokrynnych, ktéore wydzielajg inkretyny jak GLP-1, neuronach jelitowych i mdzgu
(de Aguiar Vallim i in., 2013; Kuipers i in., 2014). Z kolei wysokg ekspresje FXR stwierdzono takze
w nadnerczach, choé¢ nie do konica poznano mechanizm dziatania receptora w tym gruczole, oraz
biatej tkance ttuszczowej, sercu, nerkach, zotgdku, trzustce, komdrkach srédbtonka, miesniach
gtadkich naczyn i komdrkach uktadu odpornosciowego (de Aguiar Vallim i in., 2013; Kuipers i in.,
2014; Shapiro i in., 2018).

Klastrowanie probek, wykonane dla jedynie polskiej populacji na duzo wiekszej kohorcie,
zgodne byto z wynikiem uzyskanym w przypadku poréwnania z populacjami europejskimi. Przede

wszystkim jednak, analiza GWAS wykonana dla petnego genomu wykazata unikatowy model
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otrzymanego obrazu klastrowania, ktory byt istotnie zwigzany gtéwnie ze zmiennoscig genéw ABC.
W poszczegdlnych klastrach wykazano przede wszystkim efekt ABCB5, ABCC4, ABCC8 i ABCCI11.
Potwierdzatoby to zatem udziat w klastrowaniu gendéw kodujgcych transportery zwigzane
z przekazywaniem sygnatu komoérkowego przez cAMP i gospodarka glukozowa. Roli ABCB5 w tych
zaleznosciach nie da sie jednak jednoznacznie wyttumaczy¢, jak to juz byto opisane, ze wzgledu na
obecnie niktg wiedzg na jego temat. Z kolei w badaniach nad ABCC11, pordéwnanie
miedzypopulacyjne SNP rs17822931 wykazato jego zwigzek z typem woskowiny usznej, co przemawia
za geograficznie ograniczong selekcja tej cechy. Allel czestszy w populacjach azjatyckich w stosunku
do pozostatych prawdopodobnie wigzat sie z przystosowaniem do wdwczas chtodnego klimatu,
poprzez mniejszg potliwos¢ (Ohashi i in., 2011; Yoshiura i in.,, 2006). Inne badania dotyczace
wariantdw w genach ABC, pod katem zdarzen ostatnich pozytywnych selekcji (ang. recent positive
selection), potwierdzaty taki efekt dla ABCC11, ale wyniki dla pozostatych gendéw, w tym ABCC4
i ABCC12, nie daty jednoznacznych rezultatéw (Wang i in., 2007). W niniejszej rozprawie nie
zidentyfikowano jednak wspomnianego polimorfizmu jako istotnie zwigzanego z klastrowaniem,
mimo prawdopodobnego wptywu tego genu na otrzymany obraz grupowania populacji. Mozliwy
wiec jest potencjalny inny efekt jego dziatania w odmianie biatej cztowieka, uwarunkowany przez
inne warianty, jako Zze powigzany jest on takze z innymi funkcjami gruczotéw apokrynowych, jak np.
zapachem potu (Yoshiuraiin., 2006)

Potwierdzony model selekcji zbalansowane] u cztowieka stanowi zmiennos$¢ gendw gtéwnego
uktadu zgodnosci tkankowej (Pierini i Lenz, 2018). Mimo to, w zwigzku z brakiem wyniku imputacji
dla gendw kodujacych transportery TAP1 i TAP2, a zwigzanych bezposrednio z tym uktadem, nie
udato sie oceni¢ ich wptywu na przeprowadzone w rozprawie klastrowanie populacji. W innych
badaniach stwierdzono, ze zmienno$é¢ w tych genach byta bardzo ograniczona lub nawet najnizsza
sposréd catej nadrodziny, co uzasadnia problem metodyczny w niniejszej rozprawie z uzyskaniem
wystarczajgcej ilosci wariantéw do imputacji (Hlavac i in., 2020b; Xiao i in., 2020a). To jednak tez
oznacza, ze selekcja genéw MHC nie idzie w parze z selekcjg gendw ABCB2 i ABCB3, ktére wykazaty
mocne zakonserwowanie, co wyjasnia negatywny wptyw ich wariantow genetycznych na odpornos¢
i procesy zapalne (Hlavac i in., 2020b). Z kolei najwiecej wariantow byto wykrywanych w genach
kodujgcych biatka z rodziny ABCA, zaangazowanych w homeostaze lipidow, ale mégt to by¢ jednak
jedynie efekt dtugosci tych gendéw (Hlavac i in., 2020b; Xiao i in., 2020a). W niniejszej rozprawie nie
stwierdzono jednak zwigzku gendw z tej rodziny z klastrowaniem populacji, co w potgczeniu z iloscig
powigzanych z nimi chordb sugeruje, ze procesy za jakie odpowiadajg sg niezwykle wazne
i zakonserwowane.

Podsumowujac, nalezy tez wskazaé ograniczenia zwigzane ze skomplikowaniem podjetego

w rozprawie zagadnienia oraz metodg jaka byta mozliwa do zastosowania. Biatka ABC s3
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w zdecydowanej wiekszosci transporterami ,wielozadaniowymi”, co oznacza, ze wykazujg dziatanie
plejotropowe i kazdy z nich odpowiada za szereg réznorodnych proceséw, a nie tylko pojedyncza
funkcje (Cole, 2014; He i in., 2021). Co wiecej, wiele z biatek ABC petni te samg lub zblizong funkcje,
nawzajem sie dopetniajgc (Juan-Carlos i in., 2021). W zwigzku z tym, niezwykle trudno jest wskazac
efekt konkretnego genu lub wariantéw jakie odpowiadajg za obserwowany fenotyp lub na ich
podstawie ten fenotyp jednoznacznie sprecyzowac. Ponadto, zastosowana metodyka w badaniach
nieopublikowanych bazowata na ogromnej puli specyficznych wariantéw. Nie byta to jednak petna
zmiennos$¢ genomowa ani eksomowa, przez co niektére rejony gendw byty nie dos$é¢ wzbogacone
w warianty, co wrecz uniemozliwito zbadanie wptywu niektérych gendéw na klastrowanie populacji.
Ta by¢ moze istotna informacja genetyczna mogta wiec zosta¢ pominieta w prezentowanych
analizach. Szczegélnie dotkliwy byt zwtaszcza brak mozliwosci przeanalizowania najwazniejszych
gendw ABC zwigzanych z opornoscig wielolekowg, cho¢ dwa z nich w prezentowanej rozprawie udato
sie przeanalizowac w populacji polskiej z wykorzystaniem metody HRM. Dlatego wydaje sie zasadne
w przysztosci przeprowadzi¢ reanalize otrzymanych wynikdw z wykorzystaniem petnych sekwencji
gendw, w celu zwtaszcza doktadniejszego opracowania modelu klastrowania populacji europejskich,

pod katem zmiennosci w genach kodujgcych catg nadrodzine biatek ABC.
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6. WNIOSKI | WERYFIKACJA HIPOTEZ BADAWCZYCH
W prezentowane] rozprawie zrealizowano wszystkie postawione cele szczegétowe. Pozwolity one

sformutowac wnioski i zweryfikowac hipotezy badawcze.

Hipoteza badawcza nr 1 — nie byto podstaw do odrzucenia

Zdecydowang wiekszo$¢ zidentyfikowanej zmiennosci w genach kodujgcych biatka ABC stanowi ta
o charakterze rzadkim (MAF <0,05). Swiadczy to o wysokim zakonserwowaniu ich sekwencji, ze
wzgledu na wiele istotnych funkcji dla prawidtowego funkcjonowania organizmu.

Hipoteza badawcza nr 2 — nie byto podstaw do odrzucenia

Populacja polska, pod wzgledem zmiennosci w genach kodujacych biatka ABC, wraz z pozostatymi
populacjami o pochodzeniu europejskim, istotnie rdzni sie od populacji o innych pochodzeniu
etnicznym, jak populacje wschodnioazjatyckie, afrykanskie czy amerykanskie.

Hipoteza badawcza nr 3 — zostata odrzucona

Populacja polska, pod wzgledem zmiennosci w genach kodujgcych biatka ABC, nie rdzni sie istotnie
od innych populacji referencyjnych o pochodzeniu europejskim. Obserwowane klastrowanie
populacji europejskich nie jest zwigzane z pochodzeniem. Wykazano, ze istotnie odpowiadajg za nie
warianty czeste, zlokalizowane gtéwnie w sekwencjach niekodujgcych kilku genéw zwigzanych
z homeostazg kwasow zdétciowych, transportem cAMP oraz gospodarky glukozowg. Zaproponowano
na tej podstawie niezalezny od populacji utrwalony mechanizm wspétistnienia réznych fenotypdw,
zwigzanych z gospodarky lipidowo-glukozowg i regulowany przez kwasy zétciowe, w czym istotny
udziat miatyby transportery z nadrodziny ABC. Wykazano, ze obserwowane klastrowanie populacyjne

jest unikatowe bo istotnie zwigzane w gtéwnej mierze ze zmiennoscig genéw kodujgcych biatka ABC.
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Abstract

compared to others.

Background: Multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1), encoded by the ABCCT gene, is an ATP-binding cassette
transporter mediating efflux of organic anions and xenobiotics; its overexpression leads to multidrug resistance. In this
study, 30 exons (from 31 in total) of the ABCC1 gene as well as and their flanking intron sequences were screened for
genetic variation, using the High Resolution Melting (HRM) method, for 190 healthy volunteers representing the Polish
population. Polymorphism screening is an indispensable step in personalized patient therapy. An additional targeted
SNP verification study for ten variants was performed to verify sensitivity of the scanning method.

Results: During scanning, 46 polymorphisms, including seven novel ones, were found: one in 3" UTR, 21 in exons (11 of
them non-synonymous) and 24 in introns, including one deletion variant. These results revealed some ethnic differences
in frequency of several polymorphisms when compared to literature data for other populations. Based on linkage
disequilibrium analysis, 4 haplotype blocks were determined for 9 detected polymorphisms and 12 haplotypes were
defined. To capture the common haplotypes, haplotype-tagging single nucleotide polymorphisms were identified.

Conclusions: Targeted genotyping results correlated well with scanning results; thus, HRM is a suitable method to
study genetic variation in this model. HRM is an efficient and sensitive method for scanning and genotyping
polymorphic variants. Ethnic differences were found for frequency of some variants in the Polish population
Thus, this study may be useful for pharmacogenetics of drugs affected by MRP1-mediated efflux.

Keywords: High resolution melting, ABCC1, MRP, Gene scanning, Genotyping

Background

The human multidrug resistance-associated protein 1
(MRP1) is a member of the ATP-binding cassette (ABC)
transporter superfamily and is encoded by the ABCCI gene
[1]. MRP1 was first described by Cole et al. [2] who cloned
the overexpressed transporter from lung cancer cell line
H69AR. The gene is mapped to chromosome 16p13.1. Its
length is around 200.000 base pairs; the gene contains 31
exons encoding a protein of 1,531 amino acids, with
molecular weight of 190 kDa [3, 4]. The protein has 3
hydrophobic transmembrane domains (TMDs), also called
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Environmental Protection, University of t&dz, Pilarskiego 14/16, 90-231 +édz,
Poland

Full list of author information is available at the end of the article

( BioMed Central

membrane-spanning domains (MSDs), named TMDO (N-
terminal), TMD1 (middle) and TMD2 (C-terminal). They
contain 17 transmembrane helices (TM), 5 in TMDO and 6
in both TMD1 and TMD2. The intracellular region of the
protein contains 2 hydrophilic nucleotide binding domains
(NBDs), NBD1 associated with TMD1 and NBD2 associ-
ated with TMD2 [5, 6]. They are both involved in binding
and hydrolyzing ATP, which is indispensable for substrate
transport. Each of NBDs contains highly conserved motifs:
Walker A motif which binds the B-phosphate of ATP and
Walker B motif that interacts with Mg>* ions. There is also
a third, 13 amino acid sequence motif, between Walker A
and Walker B called the ABC signature [1, 7].

MRP1 is ubiquitously expressed in many human tissues
and physiological barriers like blood—brain or blood-testis

© 2015 Stomka et al. Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http/creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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barriers. High levels of MRP1 expression were detected in
lung, kidney, heart, testis, placenta, adrenal glands and
skeletal muscles, while lower levels of expression were
found in intestine, colon, brain, peripheral blood mono-
nuclear cells and liver [1, 3, 8]. With the exception of
brain cells, MRP1, in contrast to other ABC transporters,
is expressed at the basolateral membrane of polarized epi-
thelial cells where it plays a protective role against xenobi-
otics and their metabolites [3, 9].

Many drugs are good substrates for MRP1, so its over-
expression leads to multidrug resistance (MDR), especially
during cancer chemotherapy. This effect can be observed
in many types of cancer cells including solid tumors (lung
cancer, breast cancer, gastric and colon carcinomas, mel-
anoma, prostate cancer, neuroblastoma) as well as in vari-
ous types of leukemias [3, 9]. MRP1-overexpressing cells
are capable of transporting a large group of substrates, in-
cluding anticancer drugs like folate-based antimetabolites,
anthracyclines, Vinca alkaloids, antiandrogens and even
some inorganic anions such as arsenite and arsenate.
MRP1 is also an active transporter of a broad range of en-
dogenous compounds including glutathione (GSH), glu-
curonate and sulfate-conjugates of organic anions, such as
inflammatory mediator leukotriene C, or estradiol-17--
D-glucuronide (E,17BG). Therefore, MRP1 plays a crucial
role in efflux of organic anions, anionic drugs, xenobiotic
conjugates and additionally in the maintenance of redox
balance by participation in cellular response to oxidative
stress [3, 7, 9—11].

A large number of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in ABCCI gene were detected so far in studies of
various populations, especially Asian and Caucasian. Saito
et al. [12] reported 779 genetic variations in eight ABC
genes in Japanese population, 95 among them concerning
ABCCI. Subsequently, Fukushima-Uesaka et al. [13],
screening ABCCI in the same population, identified 86
genetic variations including 31 novel ones. Similar screen-
ing of Chinese population revealed 32 SNPs [14].
Leschziner et al. [15] screened five ABC transporter genes
in Caucasian individuals and detected 221 variants, includ-
ing 61 for ABCCI, among them 22 novel for this gene.
They identified also large blocks of high linkage disequilib-
rium and low haplotype diversity across all the genes in
the examined population. Comparative study including
polymorphisms from four different populations: Chinese,
Malay, Indian and Caucasian showed that apart from
population-specific SNPs, only 6 of 71 detected SNPs al-
tered amino acid sequence, so ABCCI is considered to be
a highly conserved gene [16]. Majority of previously re-
ported genetic variations were found in intron sequences.
However, there is evidence in literature that some SNPs
change protein functioning and effectiveness of cancer
chemotherapy. Such cases were reported for neuroblast-
oma [17], breast cancer [18], ovarian cancer [19] and other
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serious diseases like: chronic obstructive pulmonary dis-
ease (COPD) [20, 21] cystic fibrosis [22] and major de-
pression [23].

Previously mentioned studies have shown importance of
ABCCI polymorphisms and its genetic variation. These
data can have great relevance for pharmacogenetics in per-
sonalized patient therapy. Based on the data described
above for several populations, there exist ethnic differ-
ences in the frequency of ABCCI polymorphic variants.
Some of them are so strongly linked to each other that
they are always inherited together, forming haplotypes.
Haplotype is a combination of polymorphic variants inher-
ited on the same chromosome and sometimes has stron-
ger clinical relevance for drug response or adverse events
than a single polymorphism [24]. Moreover, there is a
large haplotype diversity across different populations [25].
Therefore, prior comprehensive analysis of the whole gene
is required in the specific population before application of
genetic variation data in pharmacotherapy.

Our previous studies performed during the project
TESTOPLEK in which we have examined genetic vari-
ation of multidrug transporter genes in the Polish
population indicated that ABCCI polymorphisms were
present at significant level in a sample of Polish individ-
uals. However, various SNPs in the ABCCI gene dif-
fered significantly in their frequency in tested DNA
samples [26]. This prompted us to verify the whole cod-
ing sequence of ABCCI gene. We conducted high
throughput analysis and screened 30 exons (from 31 in
total) of ABCC1 gene for polymorphism variants in the
Polish population (which is exclusively Caucasians).
This is the first study of genetic variation of ABCCI
gene in the Polish population.

Methods
Materials and genomic DNA samples
Human genomic DNA samples were derived from an-
onymous Polish unrelated volunteers who declared to be
healthy. Samples were randomly selected from the “nor-
mal Polish population” genetic collection at the Biobank
Lab, Department of Molecular Biophysics, University of
Lodz. Genetic material for this collection was sampled in
2011 — 2012 within the EU-funded TESTOPLEK project.
All subjects gave their written informed consent to partici-
pate in the study. This study was approved by the relevant
regional ethical committee (Research Bioethics Commis-
sion, University of Lodz - Decision no. 8/ KBBN-UL/II/
2014 and Statement of the Research Bioethics Commis-
sion, University of Lodz from 17th of June, 2010) and all
procedures were performed in accordance with the Dec-
laration of Helsinki.

Saliva was collected into Oragene OG-500 DNA collec-
tion/storage receptacles (DNA Genotek, Kanata, Canada)
and genomic DNA was subsequently isolated by the
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MagNA Pure LC DNA Isolation Kit - Large Volume
(Roche, Basel, Switzerland) with final concentration nor-
malized to 200 pg/ul [27]. A total of 190 samples were en-
rolled in the scanning study and other 380 in genotyping.

Screening of ABCC1 by High Resolution Melting (HRM)
Method

Investigation of ABCCI genetic variation was conducted
using High Resolution Melting method. The method is
based on precise measurements of DNA melting profile.
The dsDNA melting temperature depends on length and
nucleotide composition of the PCR product. Even a single
base variation generates a different melting curve, and
many variants can be detected in this way. The list of
primers used for HRM scanning of all the areas is pre-
sented in Table 1. The single reaction mixture (10 pl) was
prepared using Janus® Automated Workstation (Perkin
Elmer Inc, Waltham, USA) and composed of GoTaq’
Colorless Master Mix (2x) (Promega, Madison, USA), LC
Green Plus® dye (10x) (BioFire Defense Inc., Salt Lake
City, USA), 0.5 pl of 10 uM primers mixture, 3 pl DNA,
and filled up to the final volume with water. Reaction was
performed on 384-micro well plates using CFX384™ real-
time PCR system (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
USA) on duplicate samples. The reaction conditions were
as follows: initial denaturation at 95 °C for 3 min, 50 amp-
lification cycles of denaturation at 95 °C for 30 s and an-
nealing at specific temperature depending on the primers
used, for 30 s. The plate was read after each cycle. Directly
afterwards, melting curve was determined, the plate being
incubated at 90 °C for 60 s, 40 °C for 60 s and from 65 °C
to 95 °C with an increment of 0.2 °C for 10 s with plate
reading. The obtained data were analysed with the Bio-
Rad Precision Melt Analysis Software, version 1.2 (Bio-
Rad Laboratories Inc., Hercules, USA). Based on HRM
melting curve analyse, confirmation of genetic variation
for every melting cluster was obtained by direct sequen-
cing method for several samples selected from each clus-
ter (or all samples from clusters with less than 4 samples).
Study workflow design for all described methods is pre-
sented in Fig. 1.

HRM genotyping

Independently of the scanning study, we performed an
additional genotyping study. We focused on highly
polymorphic regions of the ABCCI gene existing in da-
tabases, often examined in recent publications. We also
tested some interesting variants observed in literature
that may have clinical significance. The selection pro-
vided us with 17 SNPs to check. To identify common
genetic variation of selected SNPs in the ABCCI gene,
we used the HRM analysis method according to condi-
tions described above. Sequences of primers used for
genotyping are described in Table 1. Based on HRM
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melting curve analysis, confirmation of genetic variation
for every melting cluster was obtained by direct sequen-
cing method for several samples selected from each
cluster (or all samples from clusters less than 3 sam-
ples). We used the data obtained from genotyping to
compare them with HRM scanning results (comparison
of minor allele frequencies - MAFs) and thereby to val-
idate the accuracy of the screening method.

DNA sequencing

For sequencing, selected samples were prepared by
PCR. Reaction mixture filled with water to a final vol-
ume of 50 pl per sample was composed using GoTaq’
Green Master Mix (2x) (Promega, Madison, USA), 5 pl
of 10 uM primers mix and 5 pul DNA. Reaction condi-
tions were as follows: an initial denaturation at 95 °C
for 3 min, 45 amplification cycles of denaturation at
95 °C for 30 s, annealing at specific temperature de-
pending on the primers used for 30 s and extension at
72 °C for 45 s, followed by final extension at 72 °C for
5 min (list of primers for exon sequencing is shown in
Table 1). Afterwards, PCR products were purified using
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Germany). DNA concen-
tration and size of PCR product was determined by
agarose electrophoresis of 2 ul of each sample. Based on
the intensity of bands the samples were diluted from 5 to
50 times and applied for sequencing reaction using BigDye
Terminator V3.1 (Applied Biosystems, USA) according to
the manufacturer's protocol. The PCR-sequencing product
was purified using BigDye X-Terminator kit following the
manufacturer's protocol (Applied Biosystems, USA). Fur-
ther, 30 pl of each purified sample was applied to 96 wells
of titration plates and analyzed in 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA).

Polymorphism detection

The ABCC1 genomic DNA sequence (NG_028268.1) was
obtained from GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
and used as a reference sequence during analysis of se-
quencing results by CodonCode Aligner software (Codon-
Code Corporation, Centerville, USA). Sequencing results
of selected samples were compared with respective HRM
clusters. Based on this, genotype for each melting cluster
was established and genetic variation for each sample was
verified.

Availability of supporting data

For each of the polymorphisms detected in this study in
ABCCI gene, the following parameters were assigned:
dbSNP IDs (rs numbers) (http://www.ncbinlm.nih.gov/
SNP/), nucleotide position within or relative to the coding
sequence based on the NM_004996.3, and amino acid
position in the protein for SNPs in the coding sequence
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HRM - scanning of region of interests - primer design stage

The maximum length of PCR product including primers should not
exceed 250 bp. 1-3 pairs of primers per exon were designed (HRM).
For direct sequencing, one primer pair per exon was designed
(product range 242-791 bp) - same as in case of targeted
genotyping.

=T

HRM - PCR preparation

Two DNA plates with 95 normalized DNA samples each (n=190)
were used for PCR reaction preparation using one 384 well format
plate and Janus liquid handling station. Every sample was amplified
in duplicates, negative template controls were included.

T ——

HRM scanning - data interpretation, Sanger sequencing validation

All clusters obtained after HRM analysis were verified by direct
sequencing of selected samples (CFX384 & Precision Melt Analysis
Software - BioRad). In case of aberrant clustering of duplicates,
sequence was also verified using Sanger method. Samples with no
amplification were not analyzed (scan rate shows percentage of
samples included in analysis).

=T

HRM scanning - statistical data analysis

SNP data generation, HWE analysis and MAF calculation were
performed.

N ——

Analysis of haplotypes and linkage disequilibrium

Whole study design flow chart - scanning and genotyping part of analysis

Scanning verification by MAF
comparison.

HRM - targeted genotyping of single variants - primer design stage

The maximum length of PCR product including primers should not
exceed 125 bp (shorter product - better results). For direct
sequencing, one primer pair per exon was designed (product range
242-791 bp) - same as in case of scanning.

==

HRM - PCR preparation

Four DNA plates with 95 normalized DNA samples each (n=380)
were used for PCR reaction preparation using two 384 well format
plates and Janus liquid handling station. Every sample was amplified
in duplicates, negative template controls were included.

= —

HRM genotyping - data interpretation, Sanger sequencing validation

All clusters obtained after HRM analysis were verified by direct
sequencing (CFX384 & Precision Melt Analysis Software - BioRad). In
case of aberrant clustering of duplicates, sequence was also verified
using Sanger method. Samples with no amplification were not
analyzed (call rate shows percentage of samples included in
analysis).

=T

HRM scanning - statistical data analysis

SNP data generation, HWE analysis and MAF calculation were
performed.

LD ion using Hapl software, block
analysis, structural and functional disruption in silico

analysis using PolyPhen-2 software. populations.

MAFs for shared SNPs comparison
between Polish and different ethnic

Fig. 1 Study flow chart

based on the reference sequence NP_004987.2. These data
were obtained from GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov) and were used in this paper as the nomenclature of
variants.

The obtained data as supporting materials are pre-
sented in details in Additional files 1, 2, 3 and 4.

Prediction of impact of SNPs upon protein functionality

Using PolyPhen-2 v2.2.2r398 tool (http://genetics.bwh.
harvard.edu/pph2/), we performed automatic prediction
of effects of missense SNPs and amino acid substitutions
for protein functionality and structure. PolyPhen-2 uses
damaging alleles datasets, like HumDiv or HumVar, to
calculate naive Bayes posterior probability and to classify
a mutation deleterious effect as benign, possibly damaging
or probably damaging. This ternary classification depends
on thresholds of false positive rate (FPR) denoting the
chance that mutation would be falsely qualified as deleteri-
ous. For HumDiv-trained model, the thresholds are 5 %

and 10 % FPR while for HumVar-trained model they are
10 % and 20 % FPR, respectively [28].

Linkage disequilibrium and haplotype blocks analysis

The observed genotype distribution was determined for
all the detected polymorphisms by performing the
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) exact test assum-
ing consistency for P-value higher than 0.001. Linkage
disequilibrium (LD) and haplotype block analysis was
performed by Haploview 4.2 software (http://www.
broad.mit.edu/mpg/haploview/). The LD analysis was
made using |D’| and r* parameters for each variation pair.
|D’| coefficient was preferentially used to model recom-
bination rates in examined population, and r* parameter
to model association power [29, 30].

Studying haplotypes in the human genome requires
definition of the location of haplotype blocks, which are
regions with little evidence for historical recombination
and within which only a few common haplotypes are ob-
served [31]. To determine haplotype blocks in ABCCI
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for the Polish population, we used the method described
previously by Gabriel et al. [31] based on confidence
bounds on D’. For pairs of SNPs being in strong linkage,
95 % upper confidence bound D’ was higher than 0.98
and the lower bound was above 0.7 while for pairs of
SNPs with strong evidences of historical recombination
upper bound on D’ is lower than 0.9. According to this
model, polymorphisms with MAF [22] lower than 0.05
were excluded during the creation of blocks and 16
polymorphic variants with higher MAF were included.
Haplotypes with frequency lower than 1 % were grouped
as “others”.

Results

ABCC1 genetic variation detected in this study

We screened coding regions and exon/intron boundaries
as the most important gene areas (Additional file 1). To
assure optimal detection level, the maximal length of
tested PCR product was never longer than 250 and 125
base pairs for scanning and genotyping, respectively. For
scanning, most of exons had to be divided into separate
scanned areas, which provided 51 fragments for analysis.
We performed complete polymorphism screening in 30
exons in total. We were unable to scan exon 1 because
of problems with amplification during PCR, caused by
extremely GC-rich sequence region.

In the scanning study on 190 Polish volunteers, we
found 46 different SNPs in the scanned areas, and seven
of them being novel and not reported yet (Table 2). 21
SNPs were located in exons and 11 of them change amino
acid sequence as non-synonymous variants, including one
novel polymorphic variant detected in this study:
¢.596C>T (p.Ser199Leu) with MAF = 0.003. Among
all detected non-synonymous variants, only one,
¢.2012G > T (p.Gly671Val), occurred as a homozygote
with estimated MAF = 0.077. The rest of SNPs found
homozygously in exons were synonymous variants which
resided at: ¢825 T>C (p.Val275=), 1062 T>C
(p-Asn354=), c.1684 T>C (p.Leu562=), c.1704C>T
(p. Tyr568=) and ¢.4002G >A (p.Ser1334=) with MAF
values equal to 0.309, 0.332, 0.130. 0.088 and 0.277, re-
spectively. Apart from polymorphisms in coding regions,
23 SNPs were located in introns and a last one (¢.*3C > G)
in the 3° UTR. Furthermore, one intron deletion variant
€.2461-39_2461-38delAT was found during the scanning.
Two polymorphic variants located in introns, ¢.2871 +
26C>T and ¢.3079 +10G > A, occurred only as non-
reference homozygotes in all subjects.

We used the data from genotyping study to validate
our scanning results and compare accuracy of HRM
methods (Additional file 2). For genotyping, we tested
a subset of 17 SNPs, selected according to the litera-
ture or detected during scanning. Seven of them have
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not been found during scanning in examined samples
and also did not show any genetic variation by genotyp-
ing method. Genotype validation by sequencing was per-
formed for all of examined SNPs (Table 3). We calculated
MAFs to enable us to assess the accuracy of scanning
method compared to genotyping. Results obtained for
eight of SNPs were quite similar and the differences were
not statistically significant (Table 3). We found statistically
significant difference in MAF values obtained in the both
our studies for only two loci — ¢.1062 T > C (p.Asn354+)
and ¢2012G > T (p.Gly671Val).

All the amino acids altered by non-synonymous vari-
ants were located in cytoplasmic domains of the pro-
tein. Variants ¢.596C > T (p.Ser199Leu) and ¢.814C>T
(p-Pro272Ser) were located in the third intracellular
loop (between TM5 and TM6), variant ¢.1299G >T
(p.Arg433Ser) in the fourth intracellular loop, variant
c.3196C > T (p.Argl066Trp) in the seventh intracellular
loop (between TM7 and TMS8). Additional four variants
located in the loop containing NBD1 alter amino acids
sequence: ¢.1898G>A (p.Arg633GIn) and c.2012G>T
(p.Gly671Val) are located 44 and 6 amino acids upstream
of the Walker A motif, respectively, while ¢.2168G > A
(p-Arg723GlIn) and ¢.2876A > G (p.Lys959Arg) are located
37 amino acids downstream of this motif, respectively.
Similarly, three variants changing amino acids in the
loop containing NBD2 were detected: ¢.3886C >T
(p-Argl1296Trp) and ¢.3901C > T (p.Argl301Cys) are lo-
cated 30 and 25 amino acids upstream of the Walker A
motif, respectively, while ¢.4093G > A (p.Asp1365Asn)
is located 30 amino acids downstream of the motif. De-
tected variant c¢.4002G > A (p.Ser1334=) occurred in the
last position of Walker A motif in NBD2, however it
does not change the amino acid sequence.

Analysis of all the non-synonymous variants detected
in this study by the PolyPhen-2 tool (data in Additional
file 3) showed for HumbDiv-trained model that five of
them: ¢.814C>T (p.Pro272Ser), c.1898G>A (p.Arg633
Gln), ¢2168G>A (p.Arg723GIn), c2876A>G (p.Lys
959Arg), the novel one c4093G>A (p.Aspl365Asn),
probably have benign influence on the functioning of
the protein. For one polymorphism, ¢.3196C>T
(p-Argl066Trp) a possibly damaging effect on protein
activity was expected. The novel variant ¢.596C>T
(p.Ser199Leu) was estimated as a probably damaging
substitution, likewise as four others: ¢.1299G > T (Arg433
Ser), ¢2012G>T (p.Gly671Val), ¢.3886C>T (p.Arg
1296Trp) and ¢.3901C>T (p.Argl301Cys). On the other
hand, analysis for HumVar-trained model indicated that
three polymorphisms: ¢.1299G > T (Arg433Ser), ¢.2012G >
T (p.Gly671Val), ¢3901C>T (p.Argl301Cys), lead to
probably damaging substitutions and two others, ¢.596C >
T (p.Ser199Leu) and ¢.3886C>T (p.Argl296Cys), are
possibly damaging variants.
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Table 2 Summary of ABCC1 variants detected during scanning by HRM
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Exon scanned dbSNP ID Variant position Intron/amino Observed genotypes® ° (n) HWE exact MAF?

by HRM NM_004996.3: aNcFE orgzigdglfz; "R RV N test P-value®

2 158187843 c225+26G>A Intron 164 25 0 1 (A) 0.066
4 rs587783373% €352-79G> A Intron 185 1 0 1 (A) 0.003
4 rs4148337 c352-66 T>C Intron 15 80 91 0.727 (T) 0.296
5 rs483352860* c596C>T p.Ser199Leu 186 1 0 1 (T) 0.003
6 158187846 c677+17C>T Intron 188 1 0 1 (T) 0.003
7 rs483352864* c809+16C>T Intron 188 1 0 1 (T) 0.003
7 1s45609533 c809+31G>T Intron 183 5 0 1 (T) 0.013
7 15903880 809 +54C> A Intron 112 65 1 0684 (A) 0.231
7 rs246232 809 +64C>G Intron 84 90 14 0.174 (G) 0314
8 1s546943313 c810-73C>T Intron 187 1 0 1 (T) 0.003
8 rs200194736 c814C>T p.Pro272Ser 187 1 0 1 (T) 0.003
8 rs2230669 c.816G>A p.Pro272= 172 16 0 1 (A) 0.043
8 rs246221 c825T>C p.Val275= 84 92 12 0.059 (C) 0.309
8 rs587783372* c855G > A p.Pro285= 187 1 0 1 (A) 0.003
9 rs35587 1062 T>C p.Asn354= 78 91 16 0.185 (C) 0.332
9 rs35588 c.1218+8A>G Intron 82 91 16 0.245 (G) 0.327
8 rs483352877* c1218+9C>T Intron 188 1 0 1 (T) 0.003
10 rs60782127 c.1299G>T p.Arg433Ser 186 2 0 1 (T) 0.005
12 1517265551 1677 +56C>T Intron 162 27 0 0604 (T 0.072
13 rs35604 c.1678-37G> A Intron . 45 142 0.745 (G) 0.130
13 rs483352863* c.1678-34G> A Intron 188 1 0 1 (A) 0.003
13 rs35605 c.1684 T>C p.Leu562= 2 45 142 0.745 (T) 0.130
13 rs8187858 c.1704C>T p.Tyr568= 157 31 1 1 (T) 0.088
14 rs112282109 c.1898G > A p.Arg633GIn 187 1 0 1 (A) 0.003
16 rs8187863 c2001C>T p.Ser667= 187 1 0 1 (T) 0.003
16 rs45511401 c.2012G>T p.Gly671Val 161 25 2 0.296 (T) 0.077
17 rs4148356 c.2168G>A p.Arg723GIn 181 9 0 1 (A) 0.024
19 1545607032 €.2461-39_2461-38delAT  Intron 179 9 0 1 (delAT) 0.024
19 152074087 C.2461-30C>G Intron 0 44 144 0.083 @ 0117
19 1545492500 €2461-27G> A Intron 172 14 2 0.056 (A) 0.048
21 11075296 c2871+26C>T Intron 0 0 189 1 -

22 1s768191257 Cc2876A>G p.Lys959Arg 187 1 0 1 (G) 0.003
22 rs3851716 c3079+10G>A Intron 0 0 188 1 =

22 1534794353 c3079+24C>T Intron 187 1 0 1 (T) 0.003
22 rs3887893 c3079+62T>C Intron 67 96 25 0358 (©) 0.388
23 rs191017838 c3171G> A p.Leu1057= 187 2 0 1 (A) 0.005
23 rs199773531 c3196C>T p.Arg1066Trp 188 1 0 1 (T) 0.003
25 rs41278168 c3591-5C>T Intron 187 1 0 1 (T) 0.003
27 rs200922662 c3886C>T p.Arg1296Trp 187 1 0 1 (T) 0.003
27 rs201533167 c3901C>T p.Arg1301Cys 187 1 0 1 (T) 0.003
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Table 2 Summary of ABCC1 variants detected during scanning by HRM (Continued)

28 rs2230671 c.4002G>A p.Ser1334= 102 68 18 0.202 (A) 0.277
28 15188980645 c4093G> A p.Asp1365Asn 187 1 0 1 (A) 0.003
29 15212087 Cc4126-45G> A Intron 62 85 42 0239 (A) 0.447
30 rs212088 c4487 +18G>A Intron 136 47 5 0.775 (A) 0.148
31 rs587783374* c4551G> A p.GIn1517= 186 1 0 1 (A) 0.003
31 rs373453875 €*C>G 3" UTR 186 1 0 1 (G) 0.003

*Novel polymorphic variants detected in this study. *Number of genotypes detected during this study, R - reference allele, V - variant allele. "Total number of
examined samples was 190, however during scanning single samples were excluded because of accidental problems with amplification during PCR and hence,
total number of genotypes is not equal precisely 190. “P-value is consistent with Hardy-Weinberg equilibrium if P> 0.001. “Minor allele shown in brackets with its
frequency. Bold variants signifies the ones which were validated by genotyping results

Linkage disequilibrium analysis

Based on full genotype sets of 44 polymorphic variants
confirmed by Hardy-Weinberg equilibrium exact test
(Table 2), linkage disequilibrium analysis using r* and
|D’| statistics was performed (Additional file 4). Accord-
ingly to the r* parameter, perfect linkage (r* = 1) was de-
tected between the new variant ¢.809 + 16C>T and
¢.3196C > T, between ¢.1678-37G > A and c.1684 T >C,
between ¢.2168G > A and ¢.2461-39_2461-38delAT. Al-
most perfect linkage was observed between ¢.1062 T > C
and ¢.1218+8A>G (r?=0.928), between ¢.825 T>C
(p-Val275=) and ¢.1062 T>C (p.Asn354=) (r? = 0.822)
and between ¢.825 T > C (p.Val275=) and ¢.1218 + 8A > G
(r*=0.894). Apart from perfect linkage between variants

¢.1678-37G > A and c.1684 T > C, they were both strongly
linked (r*=0.705) with ¢.2461-30C >G. Other linkages
(r*=0.624 and r*=0.658, respectively) were found be-
tween ¢225+26G>A and c816G>A, and between
¢.809 + 54C > A and ¢.809 + 64C > G.

For the |D’| values, perfect linkage (|D’| =1) was ob-
served for the great majority of variants pairs (760 for 946).
Strong linkage (1> |D’| 20.8) was detected for other 17
pairs. Small areas of low |D’| values, and hence weak or
lacking of linkage, were defined between polymorphisms
from group: ¢.225+26G > A, ¢.352-66 T >C, ¢.809 +
31G>T, c.809+54C>A, c809+64C>G, c816G>A,
c.825 T>C, 1062 T >C, c1218 + 8A > G, ¢.1677 + 56C >
T, and those from group: c.1678-37G > A, ¢.1684 T>C,

Table 3 Summary of ABCC1 selected SNPs genotyping by HRM and comparing them with scanning results

dbSNP ID Variant residue Intron/amino Observed genotypes? (n) HWE MAF€ _ MAF€ _ Chi-square )
NM_004996.3: ilcFLi orgil9d8u7€i2: RR RV VY gfacltj teebst (genotyping) (scanning) test P-value

1541395947 128G > p.Cys43Se 380 0 0 1 = = -
152230669 c816G>A p.Pro272= 362 18 0 1 (A) 0.024 (A) 0043 0.079
15246221 c825T>C pVal275 197 160 25 0.243 @027 (© 0309 0.187
rs8187852 c.1057G>A p.Val353Met 379 0 0 1 - - -

1535587 1062 T>C p.Asn354= 204 142 33 0.247 (© 0274 {0 6332 0.044
rs35588 c1218+8A>G Intron 190 160 30 0.709 (G) 0.289 (G) 0325 0214
160782127 c1299G>T p.Arg433Ser 373 6 0 1 (T) 0.008 (T) 0.005 0623
1s35605 c1684 T>C p.Leu562= 13 105 262 0.588 (M 0172 (M 0.130 0.063
58187858 c1704C>T p.Tyr568= 325 55 0 0.242 (T) 0.072 (T) 0.087 0374
545511401 c2012G>T p.Gly671Val 346 28 3 0.007 (T) 0.045 (M 0077 0038
154148356 c2168G> A p.Arg723GIn 360 19 0 1 (A) 0.025 (A) 0.024 0.888
1545517537 c2581G>A p.Ala861Thr 380 0 0 1 - - -
rs35529209 €2965G > A p.Ala989Thr 378 0 0 1 - - -
rs13337489 €3140G>C p.Cys1047Ser 380 0 0 1 - - -
1528706727 €.3436G > A pVall146lle 380 0 0 1 - - -
152230671 €4002G > A p.Ser1334= 204 140 74 0.296 (A) 0.271 (A) 0.277 0.850
1528364006 Cc4009A > G p.Thr1337Ala 380 0 0 1 - - -

?Number of genotypes detected during this study, R - reference allele, V - variant allele. ®P-value is consistent with Hardy-Weinberg equilibrium if
P>0.001. “Minor allele shown in brackets with its frequency. “P-value of Chi-square test with Yates’ correction, no significant difference between MAFs

if P>0.05
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c.1704C>T, ¢c2012G>T, c2168G>A, ¢.2461-39 2461-
38delAT, ¢.2461-30C>@G, ¢.2461-27G>A, ¢.3079 +
62T >C, c4002G > A, c.4126-45G > A, c.4487 + 18G > A.

Haplotype block analysis

Based on the model of Gabriel et al. [31] a total of 12
common haplotypes were identified and their frequencies
were defined in four blocks (Table 4). In block 1, variants
¢.809 +54C > A and ¢.809 + 64C > G were included, and
the most frequent haplotype in this block was that con-
taining major alleles (frequency: 0.686), the next most fre-
quent one was the haplotype with both minor alleles
(frequency: 0.231). Block 2 spanned SNPs c.825 T >C
(p-Val275=), ¢.1062 T > C (p.Asn354=) and c.1218 + 8A >
G at a distance of 1 kb, with the most frequent haplotype
containing all major alleles (frequency: 0.659), subse-
quently the haplotype with all minor alleles (frequency:
0.300), two other ones had low frequency (set alleles TCG:
0.021 and set alleles TCA: 0.011). Block 3 had two haplo-
types composed of SNPs ¢.1678-37G > A and ¢.1684 T > C
(p.Leu562=). The first haplotype was the set with major al-
leles (frequency: 0.870) and the second one the set with
minor alleles (frequency: 0.130). Block 4 was created of
SNPs c.4126-45G > A and ¢.4487 + 18G > A at a distance
of around 2 kb. The most frequent haplotype was that of
alleles combination AG (frequency: 0.447), the next ones
with major alleles (frequency: 0.405) and allele combin-
ation GA (frequency: 0.148). The frequency of recombin-
ation was also calculated between blocks as a value of
multiallelic D’ coefficient, and equaled to 0.65 between
block 1 and 2, 0.55 between block 2 and 3 and 0.27 be-
tween block 3 and 4. HaploView predicted 51 possible
connections of haplotypes for recombination between
blocks higher than 1 %. However, recombination between
blocks higher than 10 % occurred only between the most
frequent haplotype from block 1 and the most frequent
one from block 2, between three most frequent haplo-
types from block 2 and the most frequent one from
block 3, and between the most frequent one from block
3 and three haplotypes from block 4. Apart from
c.1684 T > C (p.Leu562=), the remaining SNPs in blocks
were tagged in silico as haplotype tag SNPs (htSNPs).

Discussion

In this paper we highlighted the fact that the High Reso-
lution Melting method is a powerful technique both for
targeted genotyping of selected SNPs and for scanning of
long parts of gene sequences. The obtained results for tar-
geted genotyping and scanning of ABCCI gene regions
did not show statistically significant differences in MAFs
values for most SNPs. Marginal statistical significance
(0.05>P>0.01) of difference between MAF values for
scanning and targeted genotyping methods for two SNPs
¢.1062 T > C (p.Asn354=) and ¢.2012G > T (p.Gly671Val)
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is probably caused by sample size effect (there was no
overlap between groups of individuals selected for both
stages of the study). Seven SNPs from a subset of 17 indi-
vidually genotyped ones were not detected during the
scanning and did not show any genetic variation during
genotyping either. Although these variants were previ-
ously indicated to may have clinical significance and were
therefore included in our study, they were only identified
during in vitro studies or in non Caucasian populations
(Exome Aggregation Consortium (ExAC), Cambridge,
MA  (http://exac.broadinstitute.org), date accessed: Aug
2015). Thus, it was expected not to find them in our study
for 380 genotyped samples, where technical or methodo-
logical problems with detection should not have caused
any discrepancy.

During the scanning study we identified 46 polymorphic
variants by screening 30 exons of the ABCCI gene with
adjacent intronic fragments in 190 unrelated Polish indi-
viduals. A large fraction of variants represented rare or
even completely novel (not previously published) ones.
We were unable to compare them with the ones from the
only other publication on ABCCI variant distribution in
Caucasians because of unavailability of the raw data from
that study [15].

Comparing our genetic variation results obtained using
the scanning method with data for Asian populations, 18
variants were detected in the Polish population which
were present also in the Japanese one (n = 153) [13], while
13 variants from the Polish population were also detected
in the Chinese one (7 =27) [14]. Some of these variants
exhibited significant differences in MAF values, confirmed
by chi-square test for alleles (with Yates” correction if any
allele quantity was below 5) and showed as their P-values,
assumed significant if <0.05. Higher MAF for the Polish
population was detected for variant ¢.809 +54C> A
(MAF =0.231, compared to 0.059 for Japanese (P < 0.001)
and 0.093 for Chinese (P =0.020) populations), synonym-
ous SNP ¢4002G > A (MAF =0.277, compared to 0.196
for Japanese (P =0.014) and only 0.111 for Chinese (P =
0.009) populations) and for variant c.4126-45G > A be-
tween Polish (MAF =0.447) and Japanese (MAF = 0.304)
populations (P <0.001). On the other hand, lower MAF
for Polish population was noticed for variants: ¢.809 +
64C > A (0.313 for Polish, compared 0.418 (P =0.004) for
Japanese and 0.481 (P = 0.014) for Chinese populations),
¢.1678-37G > A and synonymous SNP ¢.1684 T > C (for
both SNPs, MAF =0.130 for Polish, 0.245 (P <0.001)
for Japanese but not significant for Chinese 0.204 (P =
0.141)), non-synonymous SNP ¢.2168G > A and dele-
tion variant ¢.2461-39_2461-38delAT (for both variants,
MAF =0.024 for Polish, 0.065 (P =0.007) for Japanese
and not significant for Chinese 0.065 (P=0.108)),
¢.2461-30C > G (for Polish MAF = 0.117, not significant
for Chinese 0.167 (P =0.299) but for Japanese 0.245
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(P <0.001)) and ¢.4487 + 18G > A between Polish (MAF =
0.148) and Japanese (MAF =0.291, P < 0.001) populations.
These results suggest that although a wide group of com-
mon variants for different populations have had similar
MAE, there are also other polymorphisms which MAF
values were significantly different. Since differences be-
tween Asian populations were consistently smaller than
between them and the Polish population, we can conclude
that ethnic ancestry is probable underlying cause of these
variations. Similar conclusions were described previously
during research of four polymorphisms in ABCCI
gene in Caucasians: ¢.816G > A, ¢.825 T > C, ¢.1684 T > C,
¢4002G > A [32]. All these results correspond to those ob-
tained by Wang et al. [16] who studied 60 SNPs and 10
deletion variants for four populations. During our ABCCI
scanning, we detected 25 common variants and obtained
similar results for Polish population as those authors for
Caucasian representatives. A slight difference in MAF was
observed for few polymorphisms: the highest were seen
for ¢.809 + 64C > G (MAF =0.313 for Polish and 0.200
(P =10.043) for Caucasians) and for ¢.825 T > C (p.Val275=)
(MAF =0.309 for Polish population and 0.139 (2= 0.003)
for Caucasians), while the difference for ¢.4002G > A
(MAF =0.277 and 0.375 (P=0.093) for Polish and
Caucasians, respectively) was not significant. Further-
more, their results confirmed our previous observations
concerning ethnic differences in occurrence of the same
polymorphic variants between Caucasian and Asian
populations. These differences relate mainly to the SNPs
mentioned previously as most ethnically significant:
c.809 +54C>A, ¢809+64C>A, c3079+62 T>C,
¢.4002G > A and c.4126-45G > A.

We performed analysis of linkage disequilibrium
(which is defined as non-random allelic association of
different loci) to summarize our results for those 44
polymorphisms which were found to be consistent with
the Hardy-Weinberg model. It turned out that, as ex-
pected, the r* coefficient was most useful for analysis,
and we detected polymorphic variant pairs with strong
LD: our results are very similar even to those obtained
for Japanese population [13]. It can be concluded on this
basis that the specific linkages between particular vari-
ants are highly evolutionary conserved and occur in
every population. Human genome is organized in haplo-
type blocks with high LD inside them, separated one
from another by regions of low LD. Blocks show no evi-
dence of historical recombination inside. This definition
of haplotype blocks could be applied to 17 SNPs which
had MAF higher than 0.05, which was the lower thresh-
old in this analysis. We found four blocks and 12 com-
mon haplotypes including nine SNPs detected during
this study. We determined htSNPs which should be suf-
ficient to identify common haplotypes in population.
Low haplotype diversity of ABCCI in Polish population
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is consistent with the conclusion of another study on
Caucasians [15]. Although blocks for our results are
small and the number of SNPs used for haplotype con-
struction is low, the main core of blocks and their bor-
ders are retained across populations regardless of the
blocks definitions used. Our blocks 1 and 2, usually con-
nected as one in other studies, extend from intron 7 to
intron 9. Our block 3 include SNPs from vicinity of exon
13 and block 4 contains SNPs from intron 28 to intron
30. It corresponds to block borders detected in other
studies and suggest points of recombination which had
taken place in intron 12 and in intron 27 or 28 [13-15].

Analysis using PolyPhen-2 which predicts the influ-
ence of detected non-synonymous SNPs on protein
functionality suggested that six of them are suspect.
However, each analysis is only a statistical calculation
based on a full dataset and some experimental data do
not support these results. Létourneau et al. [33] exam-
ined 10 missense SNPs of ABCCI and almost all of
them, classified by PolyPhen-2 software as deleterious,
affected neither expression nor functionality of the pro-
tein. A similar observation was also reported previously
for the SNP ¢.2012G > T (p.Gly671Val), detected also by
us. Although this substitution affects a residue near the
highly conserved motif Walker A, it reduced mRNA ex-
pression but did not change transport properties of the
protein, although PolyPhen-2 analysis clearly showed its
damaging impact [34]. Recently, other data confirmed
these observations and none of the amino acid substitu-
tions: p.Arg633Gln, p.Gly671Val, p.Arg723Gln, detected
also in our study, was found to change functionality of
MRP1 transporter. Two substitutions altered drug re-
sistance and inhibitor sensitivity and we found one of
them, ¢.4002G > A (p.Ser1334=) [35].

On the other hand, there are other papers showing con-
trasting data for above-mentioned variants, proving their
clinical association or experimental impact on protein
functionality. Thus, it was demonstrated that variant
¢.2168G > A (p.Arg723GlIn) reduced resistance activity of
MRP1-overexpressing cells to drugs like daunorubicin,
doxorubicin, etoposide, vinblastine and vincristine in vitro
[36]. Although correlation between carrying this SNP and
chemotherapy response was not observed in lung cancer
patients [37], this variant was linked to the response to
chemotherapy in patients with ovarian cancer [19]. Two
other polymorphic variants detected in this study
¢.825 T > C (p.Val275=) and ¢.2012G > T (p.Gly671Val),
were correlated with febrile neutropenia as an effect of
FEC-induced hematological toxicity in breast cancer
patients [38]. The major allele variant ¢.825 T>C
(p.-Val275=), in combination with another one ¢.*543C > T
(beyond our scanning), was also associated with
anthracycline-induced cardiotoxicity after chemotherapy
in children with acute lymphoblastic leukemia [39]. The
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discrepancy observed in different studies on clinical sig-
nificance of ¢.2012G>T (p.Gly671Val) and ¢.2168G > A
(p.Arg723Gln) is of unclear origin. Cellular conditions
in vitro in which mutants were expressed could be inad-
equate to reveal all their real functions, e.g. a change in
mRNA structure could be more essential than the amino
acid change caused by SNP [34]. Conseil and Cole [35]
concluded from this discordance that comprehensive bio-
chemical and pharmacological characterization of the re-
spective MRP1 mutants should be performed to identify
consequences of ABCCI SNPs on phenotype because
these effects might be quite selective. Additional nucleic
acid-based methods should be also used to clarify the im-
pact of individual SNPs.

These examples show that only comprehensive examin-
ation of polymorphisms and studying their phenotypes can
tell more about their real influence. Therefore, novel vari-
ants like ¢.596C > T (p.Ser199Leu), detected in this study
and qualified in silico as damaging, need to be checked in
an experimental investigation. Additionally, the fact that
we found no novel mutation in important nucleotide bind-
ing motifs, nor any of the mutations identified previously
in vitro as deleterious in NBD loops, proved that these
highly conserved regions in the protein structure are un-
likely to be affected by polymorphisms occurring in the
healthy population.

Conclusions

We scanned 30 exons and short flanking intron se-
quences of ABCCI. HRM is an efficient and sensitive
method for scanning and genotyping polymorphic vari-
ants. We compared results of long-range scanning to
targeted genotyping of selected SNPs showing that both
methods are highly sensitive tools to study genetic vari-
ation. During our study we found 45 polymorphic vari-
ants, some of them rare and eight of them novel not
previously reported. This is the first study about ABCCI
genetic variation in the Polish population and we found
some ethnic differences in frequency of genetic variants
compared to other populations. These results need fur-
ther complementation with a larger number of probands
and new data including also introns and untranslated
regions as sequences with polymorphic variants which
may have clinical relevance as well.
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Figure S1 Summary of ABCC1 exon 2 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16007766 — 16007966, including primers). An example of
sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes
indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S1 Summary of ABCC1 exon 2 (the first scanned area, NC_00016.10: 16007766 — 16007966)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 95 94 189
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9947
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Figure S2 Summary of ABCC1 exon 2 scanning by HRM: a), b) melting plots for the second scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16007862 — 16008064, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green clusters
(heterozygous variant c.225+26G>A) (polymorphic base in black boxes).

Table S2 Summary of ABCC1 exon 2 (the second scanned area, NC_00016.10: 16007862 -
16008064) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples
to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 2 2 4
Samples in cluster 1 (red) 86 78 164
Samples in cluster 2 (green) 9 16 25
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 3 5
Scan rate - - 0,9947
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Flgure S3 Summary of ABCC1 exon 3 scanning by HRM: a), b) melting plots for the whole exon
scanned area (NC_00016.10: 16009736 — 16009950, including primers).An example of sequencing
trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes indicate the
beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table $S3 Summary of ABCC1 exon 3 (NC_00016.10: 16009736 — 16009950) scanning by HRM. Scan
rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 94 94 188
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9895
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Figure S4 Summary of ABCC1 exon 4 scanning by HRM: a), b) melting plots for the f|rst scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16014342 — 16014504, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (homozygous variant ¢.352-66T>C), d) from the
green clusters (heterozygous variant ¢.352-66T>C), e) from the blue clusters (no variants), f) from
the orange cluster (heterozygous variant c.352-79G>A, the novel one) (polymorphic bases in black
boxes).
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Table S4 Summary of ABCC1 exon 4 (the first scanned area, NC_00016.10: 16014342 — 16014504)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the

scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 4 3 7
Samples in cluster 1 (red) 46 45 91
Samples in cluster 2 (green) 42 38 80
Samples in cluster 3 (blue) 3 11 14
Samples in cluster 4 (orange) 1 - 1
Samples excluded 3 1 4
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 3 3 2 5
Samples verified by sequencing from cluster 4 1 - 1
Scan rate - - 0,9789
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Flgure S5 Summary of ABCC1 exon 4 scanning by HRM: a), b) melting plots for the second scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16014417 - 16014605, including primers), plots clustering
inefficient with regard to the variant inside the forward primer region. Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (homozygous variant detected in the forward
primer region), d) from the green clusters (no variants), e) from the green clusters (heterozygous
variant detected in the forward primer region) (sequence highlighted in black indicates the primer
region, variants inside) - additional scanning area flanking this region was created (see above,

Figure S4 and Table S4), no additional variants differentiating clusters were detected for this area.

Table S5 Summary of ABCC1 exon 4 (the second scanned area, NC_00016.10: 16014417 -
16014605) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered samples to all the

scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 2 2 4
Samples in cluster 1 (red) 88 88 176
Samples in cluster 2 (green) 6 7 13
Samples excluded 1 0 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 5 7
Scan rate - - 0,9947
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Figure S$6 Summary of ABCC1 exon 4 scanning by HRM: a), b) melting plots for the third scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16014551 - 16014720, including primers). An example of
sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes
indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S6 Summary of ABCC1 exon 4 (the third scanned area, NC_00016.10: 16014551 — 16014720)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 94 94 188
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9895
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Figure S7 Summary of ABCC1 exon 5 scanning by HRM: a), b) melting plots for the whole exon
scanned area (NC_00016.10: 16016449 — 16016660, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green cluster
(heterozygous variant c.596C>T, the novel one) (polymorphic base in black boxes).

Table S7 Summary of ABCC1 exon 5 (NC_00016.10: 16016449 — 16016660) scanning by HRM. Scan
rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 2 1 3
Samples in cluster 1 (red) 93 93 186
Samples in cluster 2 (green) 1 - 1
Samples excluded 1 2 3
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 3 5
Samples verified by sequencing from cluster 2 1 - 1
Scan rate - - 0,9842
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Figure S8 Summary of ABCC1 exon 6 scanning by HRM: a), b) melting plots for the whole exon
scanned area (NC_00016.10: 16033069 — 16033220, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green cluster
(heterozygous variant c.677+17C>T) (polymorphic base in black boxes).

Table S8 Summary of ABCC1 exon 6 (NC_00016.10: 16033069 — 16033220) scanning by HRM. Scan
rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 2 1 3
Samples in cluster 1 (red) 93 94 187
Samples in cluster 2 (green) 1 - 1
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 3 5
Samples verified by sequencing from cluster 2 1 - 1
Scan rate - - 0,9895
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Figure S9 Summary of ABCC1 exon 7 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16036418 — 16036657, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green clusters
(heterozygous variant c.809+31G>T), e) from the orange cluster (heterozygous variant
¢.809+16C>T, the novel one) (polymorphic bases in black boxes).

Table S9 Summary of ABCC1 exon 7 (the first scanned area, NC_00016.10: 16036418 — 16036657)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 2 3 5
Samples in cluster 1 (red) 92 91 183
Samples in cluster 2 (green) 3 2 5
Samples in cluster 3 (orange) - 1 1
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 2 5
Samples verified by sequencing from cluster 2 3 2 5
Samples verified by sequencing from cluster 3 - 1 1
Scan rate - - 0,9947
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traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green clusters
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(heterozygous variants c.809+54C>A (in black box) and c.809+64C>G), e) from the blue clusters
(heterozygous variant c.809+64C>G (in black box)), f) from the orange clusters (homozygous
variants ¢.809+54C>A and c.809+64C>G (in black box)), g) from the lime cluster (heterozygous
variant ¢.809+54C>A (in black box) and homozygous variant c.809+64C>G), h) from the pink
clusters (heterozygous variants c.809+31G>T (in black box) and ¢.809+54C>A and c.809+64C>G), i)
from the violet clusters (heterozygous variant c.809+31G>T (in black box)), j) from the cyan cluster
(heterozygous variants c.809+16C>T (in black box, the novel one) and c.809+54C>A and
¢.809+64C>G).

Table $S10 Summary of ABCC1 exon 7 (the second scanned area, NC_00016.10: 16036544 —
16036727) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples
to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall

Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 6 8 14
Samples in cluster 1 (red) 46 36 82
Samples in cluster 2 (green) 24 34 58
Samples in cluster 3 (blue) 14 14 28
Samples in cluster 4 (orange) 7 4 11
Samples in cluster 5 (lime) - 3 3
Samples in cluster 6 (pink) 2 1 3
Samples in cluster 7 (violet) 1 1 2
Samples in cluster 8 (cyan) - 1 1
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 3 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 4 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 5 - 3 3
Samples verified by sequencing from cluster 6 2 1 3
Samples verified by sequencing from cluster 7 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 8 - 1 1
Scan rate - - 0,9895
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Figure S11 Summary of ABCC1 exon 8 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16044356 — 16044574, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green clusters
(heterozygous variant ¢.825T>C (in black box)), e) from the blue clusters (heterozygous variants
¢.816G>A (in black box) and c.825T>C), f) from the orange clusters (homozygous variant c.825T>C
(in black box)), g) from the lime cluster (heterozygous variants ¢.810-73C>T (in black box) and
c.825T>C), h) from the pink cluster (heterozygous variant c.816G>A and homozygous variant
¢.825T>C and heterozygous variant c.855G>A (the novel one, in black box)), i) from the violet
cluster (heterozygous variants c¢.814C>T (in black box) and c.825T>C).
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Table S11 Summary of ABCC1 exon 8 (the first scanned area, NC_00016.10: 16044356 — 16044574)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 5 6 11
Samples in cluster 1 (red) 44 40 84
Samples in cluster 2 (green) 40 35 75
Samples in cluster 3 (blue) 7 8 15
Samples in cluster 4 (orange) 9 11
Samples in cluster 5 (lime) - 1 1
Samples in cluster 6 (pink) - 1 1
Samples in cluster 7 (violet) 1 - 1
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 3 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 4 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 5 - 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 6 - 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 7 1 - 1
Scan rate - - 0,9895
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Figure $12 Summary of ABCC1 exon 8 scanning by HRM: a), b) melting plots for the second scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16044531 — 16044729, including primers). An example of
sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes
indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S12 Summary of ABCC1 exon 8 (the second scanned area, NC_00016.10: 16044531 -
16044729) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples
to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 95 94 189
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9947
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Flgure $13 Summary of ABCC1 exon 9 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16045802 — 16045966, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (heterozygous variant c.1062T>C), d) from the green
clusters (no variants), e) from the blue clusters (homozygous variant c.1062T>C) (polymorphic base
in black boxes).

Table S13 Summary of ABCC1 exon 9 (the first scanned area, NC_00016.10: 16045802 — 16045966)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 3 3 6
Samples in cluster 1 (red) 47 44 91
Samples in cluster 2 (green) 44 34 78
Samples in cluster 3 (blue) 2 14 16
Samples excluded 2 3 5
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 3 2 2 4
Scan rate - - 0,9737
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Figure $S14 Summary of ABCC1 exon 9 scanning by HRM: a), b) melting plots for the second scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16045891 — 16046065, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (heterozygous variant c.1218+8A>G (in black box)),
d) from the green clusters (no variants), e) from the blue clusters (homozygous variant
¢.1218+8A>G (in black box), f) from the pink cluster (heterozygous variant c.1218+9C>T, the novel
one (in black box)).
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Table S14 Summary of ABCC1 exon 9 (the second scanned area, NC_00016.10: 16045891 -
16046065) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples

to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 4 3 7
Samples in cluster 1 (red) 47 44 91
Samples in cluster 2 (green) 43 38 81
Samples in cluster 3 (blue) 4 12 16
Samples in cluster 4 (pink) 1 - 1
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 1 2 3
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 3 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 4 1 - 1
Scan rate - - 0,9947
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Figure S15 Summary of ABCC1 exon 10 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16048095 — 16048301, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c¢) from the red clusters (no variants), d) from the blue clusters
(heterozygous variant c.1299G>T) (polymorphic base in black boxes).

Table S15 Summary of ABCC1 exon 10 (the first scanned area, NC_00016.10: 16048095 — 16048301)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 2 2 4
Samples in cluster 1 (red) 93 93 186
Samples in cluster 2 (blue) 1 1 2
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 4 6
Samples verified by sequencing from cluster 2 1 1 2
Scan rate - - 0,9895

146



Normalized Melt Curve Normalized Melt Curve

08 0.8 1

Normalized RFU
o
S

Normalized RFU

=3
)

=3

)

o
=)

o

=)

85 86 87 88 89 85 86 87 88 89
Temperature Temperature
c)
GCTGTGGACGCTCAGAGGTTCATGGACTTGGCCACGTACATTAACATGATCTGGTCAGCCCCCCTGCAAGTCATCCTTGCTCT
400 410 430 440 450 4€0 470 480

it bbb e L

TCTCTACCTCCTGTGGCTGGTGTGTGTTTAAC GCCGTTTCCCTTTGCATGCAGGGAGGGACTTCTAC GTGTGGGCAET

480 490 500 510 530 540 550
Al o AN s AAMVM
Flgure S$16 Summary of ABCC1 exon 10 scanning by HRM. a), b) melting plots for the second
scanned area of the exon (NC_00016.10: 16048205 — 16048361, including primers). An example of

sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes
indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S16 Summary of ABCC1 exon 10 (the second scanned area, NC_00016.10: 16048205 —

16048361) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples
to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 94 93 187
Samples excluded 1 2 3
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 3 5
Scan rate - - 0,9842
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Figure $17 Summary of ABCC1 exon 11 scanning by HRM: a), b) melting plots for the whole exon
scanned area (NC_00016.10: 16052680 — 16052888, including primers). An example of the
sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes
indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S17 Summary of ABCC1 exon 11 (NC_00016.10: 16052680 — 16052888) scanning by HRM.
Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 93 95 188
Samples excluded 2 0 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 4 7
Scan rate - - 0,9895
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Flgure $18 Summary of ABCC1 exon 12 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16056031 - 16056247, including primers). An example of
sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes
indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S18 Summary of ABCC1 exon 12 (the first scanned area, NC_00016.10: 16056031 — 16056247)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 95 94 189
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9947

149



Q
L
=

Normalized Melt Curve Normalized Melt Curve
10 ~ 1,0 ~
08 08
> o
= g
> 06 S 06
8 8
® ®
E o4 E 04
o °
z z
0,2 0,2
0,0 0,0
78 80 82 84 86 88 920 76 78 80 82 84 86 88 20
Temperature Temperature

TTTTTCCTGGCCCTCATTGTTTGATGTTTTATTTTCTCTGEGTACCTG AATATTTTTAAAAGGTCACTATGTT
200 210 230 240 250 2€e0

|||| I t. \ A ’1 i .ﬂ 4'|!" |
|I,l;l|,”'| | ‘ 1|'l' ,«.unl \ lf\"f||,‘,l "l .,l I . !|| "l"n |I|I |I| /\H
iJ ) ' .’ V. ' ” \ ' ‘A' 'x',,.‘ ' ' A lu I\. ! U ‘._I;L\‘ ’ s " W Al \,\‘ L' IA. !} l.:’ \ -\ alA

TTTTTCCTGGCCCTCATTGTTTGATGTTTTATTTTCTCTG_GTACCTGAATATTTTTAAAAGGTCACTATGTT
230 240 250 2€0 270 280 260
I|l.'ﬂ”l l
[

.-,""“ I lw'lﬂ
NV J\H,‘J\;M'.’{\ ./\,u, 'f' ”',\L'l‘«"“'ﬂ!'{.\:' I N\.J\ J",‘ 1'|'\|'|'\-'“'~)|". i /_\l\»hl-l‘_,!\

Figure S19 Summary of ABCC1 exon 12 scanning by HRM: a), b) melting plots for the second
scanned area of the exon (NC_00016.10: 16056185 — 16056390, including primers). Examples of
sequencing traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green clusters
(heterozygous variant c.1677+56C>T) (polymorphic base in black boxes).
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Table S19 Summary of ABCC1 exon 12 (the second scanned area, NC_00016.10: 16056185 —
16056390) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples
to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 2 2 4
Samples in cluster 1 (red) 82 80 162
Samples in cluster 2 (green) 13 14 27
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 2 4
Scan rate - - 0,9947
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Figure S20 Summary of ABCC1 exon 13 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16068075 — 16068258, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (homozygous variants c.1678-37G>A and c.1684T>C
(in black box)), d) from the green clusters (heterozygous variants c.1678-37G>A and ¢.1684T>C (in
black box)), e) from the blue clusters (homozygous variants c.1678-37G>A and ¢.1684T>C and
heterozygous variant c.1704C>T (in black box)), f) from the orange cluster (no variants), g) from the
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violet cluster (heterozygous variants c.1678-37G>A and ¢.1684T>C and c.1704C>T (in black box)), h)
from the cyan cluster (heterozygous variants c.1678-37G>A and 1678-34G>A (the novel one, in
black box) and c.1684T>C), i) from the lime cluster (homozygous variants c.1678-37G>A and
¢.1684T>C and 1704C>T (in black box)).

Table S20 Summary of ABCC1 exon 13 (the first scanned area, NC_00016.10: 16068075 — 16068258)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 4 6 10
Samples in cluster 1 (red) 57 55 112
Samples in cluster 2 (green) 22 20 42
Samples in cluster 3 (blue) 13 16 29
Samples in cluster 4 (orange) 2 - 2
Samples in cluster 5 (violet) - 2 2
Samples in cluster 6 (cyan) - 1 1
Samples in cluster 7 (lime) - 1 1
Samples excluded 1 0 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 3 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 4 2 - 2
Samples verified by sequencing from cluster 5 - 2 2
Samples verified by sequencing from cluster 6 - 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 7 - 1 1
Scan rate - - 0,9947
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Figure S21 Summary of ABCC1 exon 13 scanning by HRM: a), b) melting plots for the second
scanned area of the exon (NC_00016.10: 16068215 — 16068363, including primers). An example of
sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes
indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S21 Summary of ABCC1 exon 13 (the second scanned area, NC_00016.10: 16068215 —
16068363) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples
to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 93 92 185
Samples excluded 2 3 5
Samples verified by sequencing from cluster 1 4 3 7
Scan rate - - 0,9737
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Figure $22 Summary of ABCC1 exon 14 scanning by HRM: a), b) melting plots for the whole exon
scanned area (NC_00016.10: 16071573 — 16071800, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green cluster
(heterozygous variant c.1898G>A) (polymorphic base in black boxes).

Table S22 Summary of ABCC1 exon 14 (NC_00016.10: 16071573 — 16071800) scanning by HRM.
Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 2 1 3
Samples in cluster 1 (red) 93 94 187
Samples in cluster 2 (green) 1 - 1
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 3 5
Samples verified by sequencing from cluster 2 1 - 1
Scan rate - - 0,9895
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Figure $23 Summary of ABCC1 exon 15 scanning by HRM: a), b) melting plots for the whole exon
scanned area (NC_00016.10: 16076265 — 16076443, including primers). An example of sequencing
trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes indicate the
beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S23 Summary of ABCC1 exon 15 (NC_00016.10: 16076265 — 16076443) scanning by HRM.
Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 95 94 189
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9947
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Figure S24 Summary of ABCC1 exon 16 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16079255 — 16079431, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green clusters

(heterozygous variant c.2012G>T (in black box)), e) from the blue clusters (homozygous variant
€.2012G>T (in black box)), f) from the orange cluster (heterozygous variant c.2001C>T (in black box)
and heterozygous variant c.2012G>T).
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Table S24 Summary of ABCC1 exon 16 (the first scanned area, NC_00016.10: 16079255 — 16079431)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 3 4 7
Samples in cluster 1 (red) 82 79 161
Samples in cluster 2 (green) 11 13 24
Samples in cluster 3 (blue) 1 1 2
Samples in cluster 4 (orange) - 1 1
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 3 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 4 - 1 1
Scan rate - - 0,9895
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Flgure $25 Summary of ABCC1 exon 16 scanning by HRM: a), b) melting plots for the second
scanned area of the exon (NC_00016.10: 16079365 — 16079535, including primers). Examples of
sequencing traces for the samples: c) from the red clusters, homozygous variant detected in the

forward primer region (black boxes indicate the primer region and variant inside), d) from the red

clusters, no variants — no additional variants were detected in this area. The region containing the
forward primer sequence was scanned in the previous area (see above Figure S24 and Table S24).

Table S25 Summary of ABCC1 exon 16 (the second scanned area, NC_00016.10: 16079365 —
16079535) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples

to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 95 94 189
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9947
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Figure S26 Summary of ABCC1 exon 17 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16083334 — 16083547, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green clusters
(heterozygous variant c.2168G>A) (polymorphic base in black boxes).

Table S26 Summary of ABCC1 exon 17 (the first scanned area, NC_00016.10: 16083334 — 16083547)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the

scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 2 2 4
Samples in cluster 1 (red) 91 90 181
Samples in cluster 2 (green) 4 5 9
Samples excluded 0 0 0
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 2 4
Scan rate - - 1
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Flgure SZ7 Summary of ABCC1 exon 17 scanning by HRM: a), b) meltlng plots for the second
scanned area of the exon (NC_00016.10: 16083489 — 16083622, including primers). An example of
sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes
indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S27 Summary of ABCC1 exon 17 (the second scanned area, NC_00016.10: 16083489 -
16083622) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples
to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 95 94 189
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9947
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Figure S28 Summary of ABCC1 exon 18 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16086784 — 16086968, including primers). A example of

sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes
indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S28 Summary of ABCC1 exon 18 (the first scanned area, NC_00016.10: 16086784 — 16086968)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 94 94 188
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9895
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Figure S29 Summary of ABCC1 exon 18 scanning by HRM: a), b) meltlng plots for the second
scanned area of the exon (NC_00016.10: 16086901 — 16087066, including primers). An example of
sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes

indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S29 Summary of ABCC1 exon 18 (the second scanned area, NC_00016.10: 16086901 —
16087066) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples
to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 94 94 188
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9895
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Figure $S30 Summary of ABCC1 exon 19 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16090344 — 16090442, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (homozygous variant ¢.2461-30C>G (in black box)),
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d) from the green clusters (heterozygous variant c.2461-30C>G (in black box)), e) from the blue
clusters (homozygous variant c.2461-30C>G and heterozygous variant c.2461-27G>A (in black box)),
f) from the orange clusters (deletion variant c.2461-39_2461-38delAT (deletion point highlighted in
black) and homozygous variant ¢.2461-30C>G), g) from the cyan clusters (homozygous variant
€.2461-30C>G and homozygous variant c.2461-27G>A (in black box)), h) from the lime cluster
(deletion variant c.2461-39_2461-38delAT (deletion point highlighted in black) and homozygous
variant ¢.2461-30C>G and heterozygous variant ¢.2461-27G>A), i) from the violet cluster
(heterozygous variant c.2461-30C>G (in black box) and heterozygous variant ¢.2461-27G>A).

Table S30 Summary of ABCC1 exon 19 (the first scanned area, NC_00016.10: 16090344 — 16090442)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 5 7 12
Samples in cluster 1 (red) 62 59 121
Samples in cluster 2 (green) 22 21 43
Samples in cluster 3 (blue) 5 7 12
Samples in cluster 4 (orange) 4 4 8
Samples in cluster 5 (cyan) 1 1 2
Samples in cluster 6 (lime) - 1 1
Samples in cluster 7 (violet) - 1 1
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 3 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 4 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 5 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 6 - 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 7 - 1 1
Scan rate - - 0,9895
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Figure S31 Summary of ABCC1 exon 19 scanning by HRM: a), b) melting plots for the second
scanned area of the exon (NC_00016.10: 16090344 — 16090562, including primers). Examples of
sequencing traces for the samples: c) from the red clusters, heterozygous variants detected in the
forward primer region (black boxes indicate the primer region and variant inside), d) from the red
clusters, homozygous variant detected in the forward primer region — additional scanning area
flanking this region was created (see above, Figure S30 and Table $30), no additional variants were
detected in this area.

Table S31 Summary of ABCC1 exon 19 (the second scanned area, NC_00016.10: 16090344 -
16090562) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples
to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 94 92 186
Samples excluded 1 3 4
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9789
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Figure S32 Summary of ABCC1 exon 19 scanning by HRM: a), b) melting plots for the third scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16090483 — 16090664, including primers). An example of
sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes

indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S$S32 Summary of ABCC1 exon 19 (the third scanned area, NC_00016.10: 16090483 -
16090664) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples
to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 95 94 189
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9947
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Flgure S33 Summary of ABCC1 exon 20 scanning by HRM: a), b) melting plots for the whole exon
scanned area (NC_00016.10: 16102559 — 16102781, including primers). An example of sequencing
trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes indicate the
beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table $S33 Summary of ABCC1 exon 20 (NC_00016.10: 16102559 — 16102781) scanning by HRM.
Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 94 94 188
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9895
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Figure S34 Summary of ABCC1 exon 21 scanning by HRM. a), b) melting plots for the whole exon
scanned area (NC_00016.10: 16106698 — 16106925, including primers). An example of sequencing
trace for the samples: c) from the red clusters, homozygous variant 2871+26C>T (highlighted in

blue) detected for all the samples (black boxes indicate the beginning and the end of the HRM
product, including primers).

Table S34 Summary of ABCC1 exon 21 (NC_00016.10: 16106698 — 16106925) scanning by HRM.
Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 94 95 189
Samples excluded 1 0 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9947
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Flgure S35 Summary of ABCC1 exon 22 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16111331 — 16111514, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the blue cluster (heterozygous
variant c¢.2876A>G) (polymorphic base in black boxes).

Table S35 Summary of ABCC1 exon 22 (the first scanned area, NC_00016.10: 16111331 — 16111514)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 2 1 3
Samples in cluster 1 (red) 93 94 187
Samples in cluster 2 (blue) 1 - 1
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Samples verified by sequencing from cluster 2 1 - 1
Scan rate - - 0,9895
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Figure S36 Summary of ABCC1 exon 22 scanning by HRM: a), b) melting plots for the second
scanned area of the exon (NC_00016.10: 16111473 — 16111676, including primers). Examples of
sequencing traces for the samples: c) from the red clusters (heterozygous variant c.3079+62T>C (in
black box)), d) from the blue clusters (no variants), e) from the green clusters (homozygous variant
¢.3079+62T>C (in black box)), f) from the orange cluster (heterozygous variant c¢.3079+24C>T (in
black box)), homozygous variant 3079+10G>A (highlighted in blue) detected for all the samples.
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Table S36 Summary of ABCC1 exon 22 (the second scanned area, NC_00016.10: 16111473 -
16111676) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples

to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 3 4 7
Samples in cluster 1 (red) 58 38 96
Samples in cluster 2 (blue) 24 42 66
Samples in cluster 3 (green) 12 13 25
Samples in cluster 4 (orange) - 1 1
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 3 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 4 - 1 1
Scan rate - - 0,9895
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Figure S37 Summary of ABCC1 exon 23 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16114725 — 16114938, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green cluster
(heterozygous variant ¢.3171G>A (in black box)), e) from the blue cluster (heterozygous variant
¢.3196C>T (in black box)).

Table S37 Summary of ABCC1 exon 23 (the first scanned area, NC_00016.10: 16114725 — 16114938)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 3 4
Samples in cluster 1 (red) 95 91 186
Samples in cluster 2 (green) - 2 2
Samples in cluster 3 (blue) - 1 1
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Samples verified by sequencing from cluster 2 - 2 2
Samples verified by sequencing from cluster 3 - 1 1
Scan rate - - 0,9947
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Figure $38 Summary of ABCC1 exon 23 scanning by HRM: a), b) melting plots for the second
scanned area of the exon (NC_00016.10: 16114867 — 16115110, including primers). An example of
sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes

indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S38 Summary of ABCC1 exon 23 (the second scanned area, NC_00016.10: 16114867 —
16115110) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples
to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 93 93 186
Samples excluded 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9789
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Figure S39 Summary of ABCC1 exon 24 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16121932 - 16122143, including primers). An example of
sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes

indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S39 Summary of ABCC1 exon 24 (the first scanned area, NC_00016.10: 16121932 — 16122143)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 95 94 189
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9947
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Figure S40 Summary of ABCC1 exon 24 scanning by HRM: a), b) melting plots for the second
scanned area of the exon (NC_00016.10: 16122042 — 16122249, including primers). An example of
sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes
indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S40 Summary of ABCC1 exon 24 (the second scanned area, NC_00016.10: 16122042 -
16122249) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples
to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 94 94 188
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9895

175



a)

=

Normalized Melt Curve Normalized Melt Curve

;
}

08

o
©

Normalized RFU
o
o

Normalized RFU
o
FS

o
~
=3
)

|

87,5 88,0 88,5 89,0 89,5 90,0 90,5 87,5 88,0 88,5 89,0 89,5 90,0 90,5

Temperature Temperature
c)
ATGCCTGTTTGTCTGCCTGTGTGTCTTGGGCAGGTGGCTGGCCGTGCGGCTGGAGTGTGTGGG
200 210 220 230 240 250 260

_G/lm_\,-; o e e

ATGCCTGTTTGTCTGCCTGTGTGTCTTGG.GCAGGTGGCTGGCCGTGCGGCTGGAGTGTGTGGG
200 210 220 230 240 250 260

/\N\ */W\/\/\[\ A /\/L’f"-/\/\/,\z'ﬂ/\/_\/\/y\f'jy\/\/\/_\ﬁ/\/\ | /\zi\/\@-\@ A

Flgure S41 Summary of ABCC1 exon 25 scanning by HRM: a), b) melting plots for the whole exon
scanned area (NC_00016.10: 16124743 — 16124967, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green cluster
(heterozygous variant c.3591-5C>T) (polymorphic base in black boxes).

Table S41 Summary of ABCC1 exon 25 (NC_00016.10: 16124743 — 16124967) scanning by HRM.
Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 2 3
Samples in cluster 1 (red) 94 93 187
Samples in cluster 2 (green) - 1 1
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 2 5
Samples verified by sequencing from cluster 2 - 1 1
Scan rate - - 0,9895
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Flgure S$42 Summary of ABCC1 exon 26 scanning by HRM: a), b) melting plots for the whole exon
scanned area (NC_00016.10: 16125766 — 16125949, including primers). An example of sequencing
trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes indicate the

beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S42 Summary of ABCC1 exon 26 (NC_00016.10: 16125766 — 16125949) scanning by HRM.
Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 95 93 188
Samples excluded 0 2 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9895
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Figure $43 Summary of ABCC1 exon 27 scanning by HRM: a), b) melting plots for the whole exon
scanned area (NC_00016.10: 16131724 — 16131971, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green cluster, one sample
(heterozygous variant c.3886C>T), e) from the green cluster, one sample (heterozygous variant
¢.3901C>T) (polymorphic bases in black boxes).

Table S43 Summary of ABCC1 exon 27 (NC_00016.10: 16131724 — 16131971) scanning by HRM.
Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 2 1 3
Samples in cluster 1 (red) 92 94 186
Samples in cluster 2 (green) 2 - 2
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 3 5
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 - 2
Scan rate - - 0,9895
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Figure S44 Summary of ABCC1 exon 28 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16134325 — 16134437, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green cluster
(heterozygous variant c.4002G>A), e) from the blue cluster (homozygous variant c.4002G>A)
(polymorphic base in black boxes).

Table S44 Summary of ABCC1 exon 28 (the first scanned area, NC_00016.10: 16134325 — 16134437)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 2 1 3
Samples in cluster 1 (red) 53 49 102
Samples in cluster 2 (green) 32 36 68

Samples in cluster 3 (blue) 9 9
Samples excluded 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 2
Samples verified by sequencing from cluster 3 2 2
Scan rate - - 0,9895
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Figure S45 Summary of ABCC1 exon 28 scanning by HRM: a), b) melting plots for the second
scanned area of the exon (NC_00016.10: 16134395 — 16134568, including primers). Examples of
sequencing traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green cluster
(heterozygous variant c.4093G>A) (polymorphic bases in black boxes).

Table S45 Summary of ABCC1 exon 28 (the second scanned area, NC_00016.10: 16134395 -
16134568) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples
to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 2 1 3
Samples in cluster 1 (red) 93 94 187
Samples in cluster 2 (green) 1 - 1
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 3 5
Samples verified by sequencing from cluster 2 1 - 1
Scan rate - - 0,9895
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Figure S46 Summary of ABCC1 exon 29 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16136403 — 16136629, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (heterozygous variant c.4126-45G>A), d) from the
green cluster (no variants), e) from the blue cluster (homozygous variant c.4126-45G>A)
(polymorphic bases in black boxes).

Table S46 Summary of ABCC1 exon 29 (the first scanned area, NC_00016.10: 16136403 — 16136629)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 3 3 6
Samples in cluster 1 (red) 40 45 85
Samples in cluster 2 (green) 35 27 62
Samples in cluster 3 (blue) 20 22 42
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 3 2 2 4
Scan rate - - 0,9947
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Figure S47 Summary of ABCC1 exon 29 scanning by HRM: a), b) melting plots for the second
scanned area of the exon (NC_00016.10: 16136569 — 16136711, including primers). An example of
sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes
indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S47 Summary of ABCC1 exon 29 (the second scanned part, NC_00016.10: 16136569 —
16136711) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples

to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 94 94 188
Samples excluded 1 1 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9895
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Figure S48 Summary of ABCC1 exon 30 scanning by HRM: a), b) melting plots for the first scanned
area of the exon (NC_00016.10: 16138270 - 16138486, including primers). An example of
sequencing trace for the samples: c) from the red clusters, no variants were detected (black boxes
indicate the beginning and the end of the HRM product, including primers).

Table S48 Summary of ABCC1 exon 30 (the first scanned part, NC_00016.10: 16138270 — 16138486)
scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the
scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 1 1 2
Samples in cluster 1 (red) 95 94 189
Samples excluded 0 1 1
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Scan rate - - 0,9947
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Figure S49 Summary of ABCC1 exon 30 scanning by HRM a), b) melting plots for the second
scanned area of the exon (NC_00016.10: 16138400 — 16138603, including primers). Examples of
sequencing traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green clusters

(heterozygous variant c.4487+18G>A), e) from the orange clusters (homozygous variant
¢.4487+18G>A) (polymorphic bases in black boxes).

Table S49 Summary of ABCC1 exon 30 (the second scanned area, NC_00016.10: 16138400 -
16138603) scanning by HRM. Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples
to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 3 3 6
Samples in cluster 1 (red) 68 68 136
Samples in cluster 2 (green) 24 23 47
Samples in cluster 3 (orange) 1 4 5
Samples excluded 2 0 2
Samples verified by sequencing from cluster 1 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 2 2 2 4
Samples verified by sequencing from cluster 3 1 2 3
Scan rate - - 0,9895
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Figure S50 Summary of ABCC1 exon 31 scanning by HRM: a), b) melting plots for the whole exon
scanned area (NC_00016.10: 16141138 — 16141322, including primers). Examples of sequencing
traces for the samples: c) from the red clusters (no variants), d) from the green cluster

(heterozygous variant c.4551G>A, the novel one), e) from the blue cluster (homozygous variant
¢.*3C>G) (polymorphic bases in black boxes).

Table S50 Summary of ABCC1 exon 31 (NC_00016.10: 16141138 — 16141322) scanning by HRM.
Scan rate is the ratio between positive clustered and verified samples to all the scanned samples.

Plate 1 Plate 2 Overall
Samples scanned 95 95 190
Melting clusters 2 2 4
Samples in cluster 1 (red) 93 92 185
Samples in cluster 2 (green) 1 - 1
Samples in cluster 3 (blue) - 1 1
Samples excluded 1 2 3
Samples verified by sequencing from cluster 1 3 3 6
Samples verified by sequencing from cluster 2 1 1

=
=

Samples verified by sequencing from cluster 3 -
Scan rate - - 0,9842
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Table S51 Summary of ABCC1 scanning by HRM method. The average scan rate for the all the
ABCC1 scanned areas and the number of total sequenced samples are on the bottom of the table.

Scanned exon Area of the Clustered Excluded Sequenced
Scan rate
exon samples samples samples

2 1 189 1 6 0,9947
2 2 189 1 9 0,9947
3 whole 188 2 6 0,9895
4 1 186 4 14 0,9789
4 2 189 1 11 0,9947
4 3 188 2 6 0,9895
5 whole 187 3 6 0,9842
6 whole 188 2 6 0,9895
7 1 189 1 11 0,9947
7 2 188 2 25 0,9895
8 1 188 2 19 0,9895
8 2 189 1 6 0,9947
9 1 185 5 12 0,9737
9 2 189 1 12 0,9947
10 1 188 2 8 0,9895
10 2 187 3 5 0,9842
11 whole 188 2 7 0,9895
12 1 189 1 6 0,9947
12 2 189 1 8 0,9947
13 1 189 1 18 0,9947
13 2 185 5 7 0,9737
14 whole 188 2 6 0,9895
15 whole 189 1 6 0,9947
16 1 188 2 11 0,9895
16 2 189 1 6 0,9947
17 1 190 0 10 1

17 2 189 1 6 0,9947
18 1 188 2 6 0,9895
18 2 188 2 6 0,9895
19 1 188 2 20 0,9895
19 2 186 4 6 0,9789
19 3 189 1 6 0,9947
20 whole 188 2 6 0,9895
21 whole 189 1 6 0,9947
22 1 188 2 7 0,9895
22 2 188 2 13 0,9895
23 1 189 1 9 0,9947
23 2 186 4 6 0,9789
24 1 189 1 6 0,9947
24 2 188 2 6 0,9895
25 whole 188 2 6 0,9895
26 whole 188 2 6 0,9895
27 whole 188 2 7 0,9895
28 1 188 2 12 0,9895
28 2 188 2 6 0,9895
29 1 189 1 12 0,9947
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29 2 188 2 6 0,9895
30 1 189 1 6 0,9947
30 2 188 2 11 0,9895
31 whole 187 3 8 0,9842
Overall 9405 95 437 0,9900
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Table S52 Summary of ABCC1 «c.816G>A (p.Pro272=, rs2230669) and c.825T>C
(p.Val275=, rs60782127) genotyping by HRM. Call rate is the ratio between positive clustered to
the all genotyped samples.

Plate 1 Plate 2 Plate 3 Plate 4 Overall
Samples genotyped 95 95 95 95 380
Melting clusters 4 4 4 4 -

Samples in cluster 1

(blue — GG/CC variant) ? 4 > > 23
Samples in cluster 2

(green — GG/CT variant) 27 40 38 37 142
Samples in cluster 3
(red — GG/TT variant) >4 47 48 48 197
Samples in cluster 4 5 4 4 5 18

(violet — GA/CT variant)
Samples excluded 0 0 0 0 0
Samples veryfied by sequencing

1 1 1 1 4
from cluster 1
Samples veryfied by sequencing
1 1 1 1 4
from cluster 2
Samples veryfied by sequencing
1 1 1 1 4
from cluster 3
Samples veryfied by sequencing
1 1 1 1 4
from cluster 4
Call rate - - - - 1
Normalized Melt Curve Difference Curve
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Figure S51 Summary of ABCC1 c.816G>A (p.Pro272=, rs2230669) and ¢.825T>C
(p.Val275=, rs60782127) genotyping by HRM: a,b,c,d — High resolution melting profiles of four
different DNA plates (analysed PCR product length: 51 bp including primers, 14 bp without
primers), blue — cluster 1 (GG/CC), green — cluster 2 (GG/CT), red — cluster 3 (GG/TT), violet —
cluster 4 (GA/CT); e — Example of the sequencing traces for the samples from four different
clusters: s1 — cluster 1 (GG/CC), s2 — cluster 2 (GG/CT), s3 — cluster 3 (GG/TT); s4 — cluster 4
(GA/CT), red and blue lines indicate c.816G>A and c.825T>C genotype, respectively.
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Table $53 Summary of ABCC1 ¢c.1062T>C (p.Asn354=, rs35587) genotyping by HRM. Call rate is the

ratio between positive clustered to the all genotyped samples.

Plate 1 Plate 2 Plate 3 Plate 4 Overall
Samples genotyped 95 95 95 95 380
Melting clusters 3 3 3 3 -
Samples in cluster 1
(blue — CC variant) 8 > 12 8 33
Samples in cluster 2
(pink — CT variant) 35 36 37 34 142
Samples in cIusFer3 51 54 6 53 504
(green —TT variant)
Samples excluded 1 0 0 0 1
Samples veryfied by sequencing 1 1 1 1 4
from cluster 1
Samples veryfied by sequencing 1 1 1 1 4
from cluster 2
Samples veryfied by sequencing 1 1 1 1 4
from cluster 3
Call rate - - - - 0,9974
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Figure S52 Summary of ABCC1 ¢.1062T>C (p.Asn354=, rs35587) genotyping by HRM: a,b,c,d — High
resolution melting profiles of four different DNA plates (analysed PCR product length: 41 bp
including primers, 2 bp without primers), blue — cluster 1 (CC), pink — cluster 2 (CT), green — cluster

3 (TT); e — Example of the sequencing traces for the samples from three different clusters: s1 —
cluster 2 (CT), s2 — cluster 3 (TT), s3 — cluster 1 (CC), blue lines indicate c.1062T>C genotype.
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Table S54 Summary of ABCC1 c.1218+8A>G (intron, rs35588) genotyping by HRM. Call rate is the
ratio between positive clustered to the all genotyped samples.

Plate 1 Plate 2 Plate 3 Plate 4 Overall
Samples genotyped 95 95 95 95 380
Melting clusters 3 3 3 3 -

Samples in cluster 1

(blue — GG variant) 8 10 6 6 30
Samples in cluster 2

(pink — AG variant) 39 4l 40 40 160
Samples in cluster 3 48 44 49 49 190

(green — AA variant)
Samples excluded 0 0 0 0 0
Samples veryfied by sequencing

1 1 1 1 4
from cluster 1
Samples veryfied by sequencing
1 1 1 1 4
from cluster 2
Samples veryfied by sequencing
1 1 1 1 4
from cluster 3
Call rate - - - - 1
Normalized Melt Curve Difference Curve
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Figure S53 Summary of ABCC1 c.1218+8A>G (intron, rs35588) genotyping by HRM: a,b,c,d — High
resolution melting profiles of four different DNA plates (analysed PCR product length: 84 bp
including primers, 46 bp without primers), blue — cluster 1 (GG), pink — cluster 2 (AG), green —
cluster 3 (AA); e — Example of the sequencing traces for the samples from three different clusters:
sl — cluster 1 (GG), s2 — cluster 2 (AG), s3 — cluster 3 (AA), blue lines indicate c.1218+8A>G

genotype.
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Table S55 Summary of ABCC1 c.1299G>T (p.Arg433Ser, rs60782127) genotyping by HRM. Call rate is
the ratio between positive clustered to the all genotyped samples.

Plate 1 Plate 2 Plate 3 Plate 4 Overall
Samples genotyped 95 95 95 95 380
Melting clusters 2 2 2 2 -
Samples in cluster 1
(red — GG variant) 94 %2 94 93 373
Samples in cluster 2 1 3 1 1 6

(blue — GT variant)
Samples excluded 0 0 0 1 0
Samples veryfied by sequencing

from cluster 1
Samples veryfied by sequencing 1 3 1 1 6
from cluster 2
Call rate - - - - 0,9974
Normalized Melt Curve Difference Curve
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Figure S54 Summary of ABCC1 ¢.1299G>T (p.Arg433Ser, rs60782127) genotyping by HRM: a,b,c,d —
High resolution melting profiles of four different DNA plates (analysed PCR product length: 80 bp
including primers, 41 bp without primers), red — cluster 1 (GG), blue — cluster 2 (GT) ; e — Example
of the sequencing traces for the samples from three different clusters: s1_F&R — cluster 2 (GT),
s2_F&R - cluster 1 (GG), blue lines indicate c.1299G>T genotype.
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Table S56 Summary of ABCC1 c.1684T>C (p.Leu562=, rs35605) and c.1704C>T (p.Tyr568=,
rs8187858) genotyping by HRM. Call rate is the ratio between positive clustered to the all

genotyped samples.

Plate 1 Plate 2 Plate 3 Plate 4 Overall
Samples genotyped 95 95 95 95 380
Melting clusters 5 4 5 5 -
Samples in cluster 1
(pink — CC/CC variant) 3> >4 >1 >3 213
Samples in cluster 2
(violet — CC/CT variant) > 12 16 16 49
Samples in cluster 3
(blue — CT/CC variant) 27 28 19 25 9
Samples in cluster 4
(green— CT/CT variant) 2 ! 2 ! 6
Samples in cluster 5
(red—TT/CC variant) > 0 / ! 13
Samples excluded 0 0 0 0 0
Samples veryfied by sequencing 1 1 1 1 4
from cluster 1
Samples veryfied by sequencing 1 1 1 1 4
from cluster 2
Samples veryfied by sequencing 1 1 1 1 4
from cluster 3
Samples veryfied by sequencing ) 1 ) 1 6
from cluster 4
Samples veryfied by sequencing ) 0 ) 1 5
from cluster 5
Call rate - - - - 1
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Figure S55 Summary of ABCC1 c.1684T>C (p.Leu562=, rs35605) and c.1704C>T (p.Tyr568=,
rs8187858) genotyping by HRM: a,b,c,d — High resolution melting profiles of four different DNA
plates (analysed PCR product length: 125 bp including primers, 89 bp without primers), pink —
cluster 1 (CC/CC), violet — cluster 2 (CC/CT), blue — cluster 3 (CT/CC), green — cluster 4 (CT/CT), red —
cluster 5 (TT/CC); e — Example of the sequencing traces for the samples from five different clusters:
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s1 — cluster 1 (CC/CC), s2 — cluster 2 (CC/CT), s3 — cluster 3 (CT/CC), s4 — cluster 4 (CT/CT), s5 -
cluster 5 (TT/CC), blue and red lines indicate c.1684T>C and c.1704C>T genotype, respectively.

Table S57 Summary of ABCC1 c.2012G>T (p.Gly671Val, rs45511401) genotyping by HRM. Call rate
is the ratio between positive clustered to the all genotyped samples.

Plate 1 Plate 2 Plate 3 Plate 4 Overall
Samples genotyped 95 95 95 95 380
Melting clusters 3 3 3 3 -
Samples in cluster 1
(red — GG variant) 88 85 0 83 346
Samples in cIus’Fer 2 5 8 5 10 )8
(green — GT variant)
Samples in cluster 3
(blue — TT variant) ! 2 0 0 3
Samples excluded 1 0 0 2 3
Samples veryfied by sequencing 1 1 1 1 4
from cluster 1
Samples veryfied by sequencing 1 1 1 1 4
from cluster 2
Samples veryfied by sequencing 1 ) 0 0 3
from cluster 3
Call rate - - - - 0,9921
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Figure $56 Summary of ABCC1 c.2012G>T (p.Gly671Val, rs45511401) genotyping by HRM: a,b,c,d —
High resolution melting profiles of four different DNA plates (analysed PCR product length: 104 bp
including primers, 66 bp without primers); e — Example of the sequencing traces for the samples
from the three different clusters: s1 — cluster 1 (GG), s2 — cluster 2 (GT); s3 — cluster3 (TT), blue
lines indicate c.2012G>T genotype.
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Table S58 Summary of ABCC1 c.2168G>A (p.Arg723GIn, rs4148356) genotyping by HRM. Call rate

is the ratio between positive clustered to the all genotyped samples.

Plate 1 Plate 2 Plate 3 Plate 4 Overall
Samples genotyped 95 95 95 95 380
Melting clusters 2 2 2 2 -
Samples in cluster 1
P : 91 89 90 90 360
(red — GG variant)
Samples in cluster 2
P . 4 6 4 5 19
(green — GA variant)
Samples excluded 0 0 1 0 1
Samples veryfied by sequencing 1 1 1 1 4
from cluster 1
Samples veryfied by sequencing 1 1 1 1 4
from cluster 2
Call rate - - - - 0,9974
Normalized Melt Curve Difference Curve
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Figure S57 Summary of ABCC1 c.2168G>A (p.Arg723GIn, rs4148356) genotyping by HRM.: a,b,c,d —
High resolution melting profiles of four different DNA plates (analysed PCR product length: 67 bp
including primers, 27 bp without primers, red — cluster 1 (GG), green — cluster 2 (GA); e — Example
of the sequencing traces for the samples from the two different clusters: s1_F&R - cluster 2 (GA),
s2_F&R - cluster 1 (GG), blue lines indicate c.2168G>A genotype.
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Table S59 Summary of ABCC1 c.4002G>A (p.Ser1334=, rs2230671) genotyping by HRM. Call rate

is the ratio between positive clustered to the all genotyped samples.

Plate 1 Plate 2 Plate 3 Plate 4 Overall
Samples genotyped 95 95 95 95 380
Melting clusters 3 3 3 3 -
Samples in cluster 1
(pink — GG variant) 60 48 >2 a4 204
Samples in cluster 2
(green — GA variant) 26 37 39 38 140
Samples in cluster 3
(blue — AA variant) 9 8 4 11 32
Samples excluded 0 2 0 2 4
Samples veryfied by sequencing 1 1 1 1 4
from cluster 1
Samples veryfied by sequencing 1 1 1 1 4
from cluster 2
Samples veryfied by sequencing 1 1 1 1 4
from cluster 3
Call rate - - - - 0,9895
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Figure S58 Summary of ABCC1 c.4002G>A (p.Ser1334=, rs2230671) genotyping by HRM.: a,b,c,d —
High resolution melting profiles of four different DNA plates (analysed PCR product length: 112 bp
including primers, 76 bp without primers), pink - cluster 1 (GG), green — cluster 2 (GA), blue —
cluster 3 (AA); e — Example of the sequencing traces for the samples from the three different
clusters: s1_F&R — cluster 1 (GG), s2_F&R — cluster 2 (GA), s3_F&R — cluster 3 (AA), blue lines
indicate c.4002G>A genotype.
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Table S60 Overall summary of HRM genotyping method

Variant Intron/amino

dbSNP ID residue acid residue Clustered Sequenced Excluded All Genotyping
NM_004996.3: NP _004987.2: samples samples samples samples rate
rs2230669 c.816G>A p.Pro272=
rs246221 c.825T>C p.Val275 380 16 0 380 1
rs35587 €.1062T>C p.Asn354= 379 12 1 380 0,9974
rs35588 c.1218+8A>G Intron 380 12 0 380 1
rs60782127 €.1299G>T p.Arg433Ser 379 10 1 380 0,9974
rs35605 c.1684T>C p.Leu562=
rs8187858 c.1704C>T p.Tyr568= 380 23 0 380 1
rs45511401 c.2012G>T p.Gly671Val 377 11 3 380 0,9921
rs4148356 c.2168G>A p.Arg723GIn 379 8 1 380 0,9974
rs2230671 c.4002G>A p.Serl334= 376 12 4 380 0,9895
Overall summary 3030 104 10 3040 ---
Overall genotyping rate --- --- --- --- 0,9967
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Table S61 Nonsynonymous variants detected in this study and their predicted effect on protein
functioning classified by PolyPhen-2 tool as: benign influence, possibly or probably damaging

Nonsynonymous variant HumDiv value HumDiv result HumVar value HumVar result
€.596C>T (p.Ser199Leu) 0.982 probably damaging 0.520 possibly damaging
c.814C>T (p.Pro272Ser) 0.000 benign 0.001 benign
€.1299G>T (p.Arg433Ser) 1.000 probably damaging 0.999 probably damaging
€.1898G>A (p.Arg633GIn) 0.001 benign 0.002 benign
€.2012G>T (p.Gly671Val) 1.000 probably damaging 0.992 probably damaging
€.2168G>A (p.Arg723GlIn) 0.014 benign 0.013 benign
€.2876A>G (p.Lys959Arg) 0.001 benign 0.005 benign
€.3196C>T (p.Argl066Trp) 0.786 possibly damaging 0.343 benign
€.3886C>T (p.Arg1296Trp) 0.995 probably damaging 0.816 possibly damaging
€.3901C>T (p.Argl1301Cys) 1.000 probably damaging 0.999 probably damaging
€.4093G>A (p.Asp1365Asn) 0.003 benign 0.013 benign
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Figure S59 Linkage disequilibrium analysis of ABCC1 SNPs detected in this study using the r* parameter. Pairwise linkage shown as r* values (x100) by

graded grey colors; darker color means closer linkage and lack of value means r’=1. Triangles with bold margins show haplotype blocks.



Figure S60 Linkage disequilibrium analysis of ABCC1 SNPs detected in this study using |D’| parameter. Pairwise linkage shown as |D’| values (x100) by

graded pink and black colors, darker color means closer linkage and lack of value means |D’|=1x100. Triangles with bold margins show haplotype blocks.
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Abstract: ATP-binding cassette sub-family G member 2 (ABCG2), also known as breast cancer
resistance protein (BCRP), is one of the key efflux ATP-binding cassette (ABC) transporters
of xenobiotics, their metabolites and endogenous compounds such as urate. Some of its genetic
variants have been found to influence protein functioning, resulting in serious clinical implications
concerning chemotherapy response, as well as gout or blood group phenotype Jr(a-). Previous
reports have suggested that the frequencies of certain crucial polymorphisms, such as ¢.34G>A
(p-Vall2Met) and c.421C>A (p.GInl141Lys) differ significantly between the Polish population and
other Caucasian populations. Thus, to clarify this issue, the present study performs a complete
analysis of the genetic variation of ABCG2 coding sequence in the Polish population. The genetic
variation in 14 out of 15 coding exons of the ABCG2 gene, as well as their flanking intron sequences,
were examined among 190 healthy representatives of the Polish population using scanning with
High Resolution Melting (HRM). HRM scanning revealed 17 polymorphisms: eight in the exons
(including five missense variants and one point-nonsense mutation) and nine in the intron sequences
(eight single nucleotide polymorphisms (SNPs) and one deletion variant). These included variants
correlating with the presence of gout and phenotype Jr(a-). Linkage disequilibrium, haplotype blocks
and haplotype analyses were also performed. The frequencies of the most common polymorphisms
in the Polish population did not differ significantly to those observed for other Caucasian populations,
but demonstrated divergence from non-Caucasian populations. We hope that our findings may be
helpful for other researchers and clinicians, evaluating the pharmacogenetic role of ABCG2.

Keywords: High Resolution Melting; ABCG2; BCRP; gene scanning; Polish population

1. Introduction

Among the members of the ATP-binding cassette (ABC) transporters family, ABCG2 functions
as one of the key efflux transporters of xenobiotics and their metabolites [1]. Due to it being first isolated
from multidrug-resistant human breast cancer cells, the transporter has also been given the name “breast
cancer resistance protein” (BCRP) [2]. The ABCG2 gene is located on chromosome 4q22, where it spans
over 66 kbp and contains 16 exons encoding a 655 amino acid protein of molecular weight 72.6 kDa [3,4].

Genes 2020, 11, 1144 ; d0i:10.3390/genes11101144 www.mdpi.com/journal/genes
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ABCG2 is also known as the “half ABC transporter” because has only one ATP-binding cassette
and six transmembrane domains, and hence requires dimerization or oligomerization to transport
substrates [5].

ABCG2 plays a protective role and hence is widely expressed in normal cells and tissues, such as
capillary endothelial cells, gastrointestinal tract, and hematopoietic stem cells, as well as the tissue
of the liver, kidney, and testes; it has also been identified in the maternal glands, the maternal-fetal
barrier of the placenta, and the blood-brain barrier [1,5]. However, it has been suggested that
ABCG?2 expression may be associated with a poor response to cancer chemotherapy and clinical drug
resistance [6] associated with the efflux of drugs from cancer cells and multidrug resistance (MDR) to
a variety of chemotherapeutic agents, small-molecule inhibitors like tyrosine kinase inhibitors (TKIs)
or cyclin-dependent kinase 9 (CDK9) inhibitors [7]. Overexpression of human ABCG2 is shown to
confer resistance against various, clinically-relevant compounds, including mitoxantrone, methotrexate,
topotecan, irinotecan, imatinib, and flavopiridol [8]. This mechanisms has been associated with various
types of leukemia and cancers of the breast, lung, and gastrointestinal system, among others [9,10].
MDCKII-BCRP cells with ABCG2 overexpression were also found to be more vulnerable to exogenous
oxidative stress induced by several oxidants. This finding can be important in the process of selective
death induction within cells overexpressing ABCG2 [11].

Beside detoxification, ABCG2 also plays other important transport roles. It regulates
heme/porphyrins homeostasis by allowing the efflux of porphyrins from cells [12] and also the transport
of endogenous folates, mostly mono-, di-, and tri-glutamates of folic acid [10]. In addition, ABCG2 is
known as “urate transporter” because it regulates serum uric acid level by the excretion of urate [13].

Many studies suggest that the presence of certain polymorphic variants could alter the transport
functions of ABCG2, thus influencing the pharmacokinetics and resistance associated with various
chemotherapeutic agents [5,14]. In addition, a dysfunction of the transporter may also lead to
the development of gout, a common disease characterized by sodium urate salt deposition, typically
in or around the joints and the kidney, which can potentially lead to inflammatory arthritis, nephropathy
and kidney stones. Such deposition of urate crystals occurs as a direct consequence of elevated urate
serum levels, i.e., hyperuricemia, which itself also increases the risk of other diseases of the excretory
and circulatory systems [15].

Furthermore, several ABCG2 nonsense and frameshift mutations, identified in the last decade,
are demonstrated to be responsible for a lack of the erythrocyte blood group antigen Jr?, which is
a condition known in medicine for over 40 years. All of the null alleles introduce premature stop
codons in the ATP-binding domain of ABCG2, resulting in the development of the Jr(a-) blood group
phenotype [16,17]. Such individuals, i.e., those null for ABCG2, produce an ABCG2 alloantibody upon
blood transfusion that can cause transfusion reactions, which can lead to fatal hemolytic diseases
of the fetus and newborn in extreme cases [18].

The observed frequencies of ABCG2 polymorphisms greatly differ between populations [19,20].
The most widely represented across different populations, and hence the most extensively studied due to
their potential clinical relevance, have been the missense variants ¢.34G>A (p.Vall2Met) and, especially,
c421C>A (p.GInl41Lys) [21]. Although the pharmacogenetic role of ¢.34G>A (p.Vall2Met) single
nucleotide polymorphisms (SNP) remains unclear, c.421C>A (p.GIn141Lys) has often been associated
with altered protein function [22]. It appears to be very common in Asian populations, with reported
allelic frequencies between 27% and 34%. Its frequency in Caucasian populations is approximately
10%, while is rare in sub-Saharan African and African-American populations, with frequencies of only
5% [23]. The genetic variation of the complete coding sequence has been most commonly described
for Asian populations [24-26] and, among Caucasians, the Swedish [27] and Dutch populations have
been fully studied [28].

The only ABCG2 polymorphisms studied so far in the Polish population were the most common
ones, viz. ¢.34G>A (p.Vall2Met) and ¢.421C>A (p.GIn141Lys), described recently in two case-control
studies of the same team, examining their association with peptic ulcers development [29] and

210



Genes 2020, 11, 1144 3o0f21

multiple myeloma susceptibility [30]. However, their observed allelic frequencies, 0% of ¢.34G>A
(p-Vall2Met) and only 1% of ¢.421C>A (p.GIn141Lys), were significantly lower from those described
previously in other Caucasian populations. In our opinion, this unexpected discrepancy should be
clarified, whether actually frequencies of these SNPs in the Polish population significantly differ
from other Caucasians, especially taking into account their clinical associations. Our preliminary
analysis of the genetic variation of ABCG2 in a Polish population revealed the occurrence of not
only the most frequently-described polymorphisms but also a number of rare or clinically important
variants. These premises all together prompted us to take a look more carefully at ABCG2 genetic
variation in the Polish population. Therefore, to present the first complete genetic profile of ABCG2
in the Polish population we examine not only the common variants of this gene but all its coding
fragments using High Resolution Melting (HRM). The findings describe virtually the almost entire
coding sequence of ABCG2 among 190 individuals representing the Polish population.

2. Material and Methods

2.1. Genomic DNA Samples

Human genomic DNA samples were derived from anonymous unrelated volunteers recruited
during the years 2010-2012 from the whole of Poland as part of the TESTOPLEK research project. In2013,
the samples were registered in the BBMRI catalog as the POPULOUS collection (POPUlation—LOdz
UniverSity Biobank) at Biobank Lab, Department of Molecular Biophysics, University of Lodz [31,32].
Each subject gave written informed consent to participate in the study and completed a questionnaire.
The study was approved by the Research Bioethics Commission, University of Lodz (Decision
no. 8/KBBN-UL/II/2014 and Statement of the Research Bioethics Commission, University of Lodz from
17 June 2010). All procedures were performed in accordance with the Declaration of Helsinki.

Saliva samples were collected from each individual into Oragene OG-500 DNA collection/storage
receptacles (DNA Genotek, Kanata, ON, Canada). Genomic DNA was subsequently isolated using
a MagNA Pure LC DNA Isolation Kit-Large Volume (Roche, Basel, Switzerland) and quantified
using broad range Quant-iT™ dsDNA Broad Range Assay Kit (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA).
All the DNA samples also underwent internal quality control by PCR for sex determination [33],
which is a standard procedure in our laboratory. The final DNA concentration was normalized to
200 pg/uL. A group of 190 representative samples from the POPULOUS collection were randomly
enrolled in the study and their DNA was collected on two 96-vial plates (each of plate also included
single sample with molecular grade water as negative control).

2.2. ABCG2 Scanning Using HRM

ABCG2 genetic variation was studied using HRM which is an efficient and sensitive method
for scanning sequences [34]. The reaction was performed as was described previously [34], regarding
mixture composition, conditions of PCR and melting, using 384-micro well plates and CFX384™
real-time PCR system (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) in duplicate for each sample.
The primers are presented in Table 1. The HRM melting curve analysis was performed in Bio-Rad
Precision Melt Analysis Software, version 1.2 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). Melting
results for each DNA plate have been analyzed separately to avoid false distinction [35]. To verify
the obtained genetic variation results, several samples representing each melting cluster were selected
for direct sequencing. In the event that fewer than four samples were obtained, all samples from cluster
were used.
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