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STRESZCZENIE

Wstep. Celem pracy byta ocena wptywu polimorfiz-
moéw w genach naprawy DNA: APE1, hOGG1, XRCC1,
XPA na poziom uszkodzen oksydacyjnych w DNA oraz
ocena czestosci ich wystepowania w populacji dorostych
0s6b rasy kaukaskiej pochodzacych z potudniowej Polski.
Material i metody. Przebadano grupe 115 mezczyzn na-
razonych zawodowo na otéw oraz 58 mezczyzn bez na-
razenia na otow w wywiadzie, ktorzy stanowili grupe
kontrolna. U wszystkich 0s6b oznaczono poziom otowiu
we krwi, cynkoprotoporfiryny, oraz stezenie 8-hydroksy-
2-deoksyguanozyny w moczu. Identyfikacje polimorfiz-
moéw typu SNP w genach kodujacych enzymy biorace
udziat w naprawie DNA (APEX1, hOGG1, XPA, XRCC1)
przeprowadzono z wykorzystaniem metody real-time PCR
z sondami TagMan. Analizie poddano polimorfizmy w ge-
nach APEX1 (rs1130409, Asp148Glu), hOGGI1
(rs1052133, Ser326Cys), XPA (rs1800975, -4A/G) oraz
XRCC1 (rs25487, GIn399Arg). Wyniki. Sredni poziom
otowiu we krwi w grupie badanej wynosit 33,48 pg/dl
i byt istotnie statystycznie wyzszy niz w grupie kontrolnej,
gdzie wynosit 5,35 pg/dl (p=0,000). Czestos¢ wystepo-
wania poszczegdlnych genotypoéw badanych polimorfiz-
moéw byta pordbwnywalna w obu grupach, z wyjatkiem
polimorfizmu -4A/G (rs1800975) w genie XPA
(p<0,0001). Wnioski. Zaobserwowano r6znice pomiedzy
poszczegbdlnymi genotypami w polimorfizmie -4A/G

(rs1800975) w odniesieniu do poziomu otowiu we krwi
(p=0,006) oraz w polimorfizmie Ser326Cys (rs1052133)
w odniesieniu do poziomu 8-hydroksy-2-deoksyguano-
zyny w moczu (p=0,01).

Stowa kluczowe: otéw, uszkodzenia DNA, naprawa
DNA, polimorfizmy genetyczne, 8-OH-dG

ABSTRACT

Introduction. The aim of this study was to evaluate
the effect of polymorphisms in DNA repair genes: APE1,
hOGG1, XRCC1, XPA on the level of oxidative damage to
DNA as well as an assessment of the frequencies of genetic
polymorphisms in the adult population of Caucasians
from southern Poland. Material and methods. We ex-
amined a group of 115 men occupationally exposed to
lead and 58 men with no history of occupational exposure
to lead. The concentrations of lead in blood, zinc proto-
porphyrin in blood and 8-hydroxy-2-deoxyguanosine in
urine were measured. The identification of SNP polymor-
phisms in genes encoding enzymes involved in DNA repair
(APEX1, hOGG1, XPA, XRCC1) was performed using
real-time PCR with TagMan probes. We analyzed poly-
morphisms: APEX1 (rs1130409, Asp148Glu), hOGG1
(rs1052133, Ser326Cys), XPA (rs1800975, -4A/G) and
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XRCC1 (rs25487, GIn399Arg). Results. The mean blood
lead level in the exposed group was 33,48 pg/dl and was
significantly higher compared to 5.35 pg/dl (p=0.000). in
the control group. The frequencies of studied polymor-
phisms were comparable in both groups, with the excep-
tion of -4A/G (rs1800975) in the gene XPA (p<0.0001).
Conclusions. Differences were observed between geno-
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types in -4A/G (rs1800975) polymorphism in relations to
the level of lead in blood (p=0.006) and Ser326Cys
(rs1052133) polymorphism in relations to 8-hydroxy-2-
deoxyguanosine in urine (p=0.01).

Key words: lead, DNA damage, DNA repair, genetic
polymorphisms, 8-OH-dG

WSTEP

Informacja genetyczna zawarta w komorce w po-
staci DNA narazona jest na ciagte uszkodzenia, ze
wzgledu na wszechobecnos¢ czynnikéw mutagen-
nych w §rodowisku zycia i pracy cztowieka. Zacho-
wanie integralnosci materiatu genetycznego jest is-
totne, gdyz powstate modyfikacje moga by¢ Zrodtem
mutacji, ktére w konsekwencji mogg prowadzic¢
do licznych choréb.

Jednym z czynnikoéw zaburzajacych integralnosc¢
genomu i prawdopodobnie kancerogennych dla
cztowieka (grupa 2A wg IARC) jest otdéw i jego
zwigzki nieorganiczne, wystepujace zarbwno w $ro-
dowisku, jak réwniez na stanowisku pracy [1].
Otéw posiada zdolnos¢ do wigzania sie z grupami
hydroksylowymi biatek, co wptywa na funkcjono-
wanie wielu enzymow, takich jak dehydrataza kwa-
su delta-aminolewulinowego (ALAD) czy ferroche-
lataza, ktore biorg udzial w szlaku biosyntezy hemu.
Otéw hamuje aktywno$¢ ALAD, czego efektem jest
akumulacja kwasu delta-aminolewulinowego (ALA)
w krwi oraz w moczu. W zwigzku z tym poziom
ALA w moczu, moze by¢ wykorzystywany, jako bio-
marker ekspozycji badz marker wezesnych skutkow
biologicznych. Funkcja ferrochelatazy polega
na wbudowaniu zelaza do czasteczki protoporfiryny
podczas syntezy hemu. Brak aktywnosci tego enzy-
mu prowadzi do wtgczania do protoporfiryny cynku
i tworzenia si¢ cynkoprotoporfiryny (ZPP), ktora
wykorzystywana jest jako marker ekspozycji
na olow [2-4].

Pod wptywem otowiu w komérkach generowane
sa rowniez m.in. reaktywne formy tlenu, ktére pro-
wadza do uszkodzen materiatu genetycznego, w po-
staci: peknieé jednej lub obu nici DNA, powstawa-
nia wigzan krzyzowych DNA-DNA lub DNA-biatko
czy transwersji zasad azotowych (gtéwnie GC
do TA) [5]. Za te ostatnie odpowiada przede wszyst-
kim najczestszy i zarazem wysoce mutagenny pro-
dukt oksydacji zasad azotowych w DNA, czyli 8-
oksoguanina (8-oxoGua) [5, 6]. Obecnie w bada-
niach najczesciej oznacza sie 8-oksoguaning w for-
mie deoksynukleozydu, czyli 8-hydroksy-2-deoksy-

guanozyne (8-OH-dG). Produkty naprawy 8-Oxo-
Gua w DNA s3 wydalane z moczem w postaci nie-
zmienionej, bez dalszego metabolizmu, dlatego tez
analizujac zawarto$¢ oksydacyjnych uszkodzen DNA
w moczu mozna oceni¢ skale naprawy na poziomie
catego organizmu. Wysoki poziom 8-OH-dG w mo-
czu $wiadczy z jednej strony o nasilonym poziomie
stresu oksydacyjnego, z drugiej za§ odzwierciedla
wysoka sprawno$¢ mechanizméw naprawczych
w organizmie. [7, 8]

Indukowane pod wptywem otowiu i stresu oksy-
dacyjnego uszkodzenia w DNA s3 przyczyna zabu-
rzen w strukturze chromatyny, co z kolei wiaze si¢
z zaburzeniami w przebiegu procesu naprawy, repli-
kacji oraz transkrypcji. Genotoksyczne dzialanie
otowiu przejawia si¢ m.in. powstawaniem mikro-
jader, aberracji chromosomowych czy tez zwigksze-
niem czesto$ci wymiany chromatyd siostrzanych [3,
9, 10].

W organizmie cztowieka istnieje szereg réznych
mechanizmoéw, ktérych zadaniem jest naprawa
uszkodzen. Uszkodzenia oksydacyjne w DNA usu-
wane s3 glownie poprzez wycinanie zasad (BER,
ang. base excision repair) lub nukleotydow (NER,
ang. nucleotide excision repair) [6]. Podstawowym
mechanizmem, ktéry usuwa z DNA utlenione oraz
N-alkilowane zasady azotowe, uracyl, jak réwniez
powstate miejsca apurynowe/apirymidynowe jest
Sciezka BER. Mechanizm ten jest wieloetapowy
i wymaga wspoldziatania licznych enzymow.
W pierwszym etapie, nieprawidtowa zasada znaj-
dujaca sie w DNA jest rozpoznawana przez gliko-
zydaze DNA. W kolejnym etapie, zasada ta jest usu-
wana, a powstata w nici DNA luka jest uzupetniana.
System naprawy NER jest wykorzystywany gtownie
do usuwania takich uszkodzen, jak: dimery pirymi-
dynowe, wigzania wewnatrzniciowe oraz duze ad-
dukty. Mechanizm NER polega na rozpoznaniu
uszkodzonego nukleotydu, jego wycigciu oraz syn-
tezie nowej nici DNA [11].

Jednym z czynnikéw wptywajacych na wydajnosc
oraz szybko$¢ naprawy DNA sa polimorfizmy ge-
netyczne w genach kodujacych enzymy biorace
udziat w procesie naprawy [12]. Terminem polimor-
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fizm genetyczny okreSla si¢ wystepowanie w popu-
lacji dwoch lub wiecej alleli w danym locus z czes-
totliwoscia wieksza niz wynikajgca z ogolnej czes-
tosci mutacji (>1%) [13]. Do najczesciej wystepuja-
cych typow polimorfizmow zalicza sie:
® polimorfizmy pojedynczych nukleotydow
(SNP, ang. single nucleotide polymorphism),

® delecje/insercje,

® zmienng liczbe tandemowych powtorzen
(VNTR, ang. variable number of tandem repeats)
[14].

Za zmienno$¢ ludzkiego genomu odpowiadajg
gtéwnie polimorfizmy typu SNP, ktére wystepuja
co 500-1000 nukleotydéw, co daje kilka milionow
polimorfizméw w caltym genomie cztowieka. Poli-
morfizmy te moga wystepowac zarbwno w sekwen-
cjach kodujacych (cSNP, ang. coding SNP), nieko-
dujacych (ncSNP, ang. non-coding SNP) oraz regu-
latorowych, np. w sekwencjach promotorowych
genu. W przypadku gdy SNP wystepuje w sekwencji
kodujacej moze prowadzi¢ do zmiany w budowie
biatek (tzw. polimorfizmy niesynonimiczne),
a w przypadku sekwencji regulatorowych do mo-
dyfikacji ekspresji danego genu. Charakterystyczna
cecha polimorfizmdéw typu SNP jest zréznicowanie
czestosci ich wystgpowania w obrebie r6znych grup
etnicznych [14].

Polimorfizmy w genach kodujacych enzymy za-
angazowane w mechanizm naprawy uszkodzen
na drodze BER oraz NER mogg wptywac na szyb-
kos¢ i efektywnos$¢ naprawy uszkodzen w DNA.
Obecnie znanych jest wiele polimorfizméw typu
SNP w genach kodujacych kluczowe enzymy na-
prawcze, takie jak APE1, hOGG1, XPA, XRCCl,
jednakze ich wptyw na poziom uszkodzen oksyda-
cyjnych bedacych konsekwencjg zawodowej ekspo-
zycji na otéw nie zostat dotagd dobrze poznany. Po-
limorfizm Ser326Cys w genie hOGG1 prowadzi
do obnizonej wydajnosci naprawy uszkodzen DNA
takich jak 8-hydroksy-2-deoksyguanozyna. Wyka-
zano, iz efekt jaki polimorfizm ten wywiera na zdol-
noSci naprawcze organizmu zalezy od rodzaju i sity
narazenia na czynniki uszkadzajgce DNA [15-17].
W przypadku polimorfizmu Asp148Glu w genie
APEX1 wyniki badan oceniajacych wplyw tego po-
limorfizmu na uszkodzenia indukowane przez otéw
s niejednoznaczne. Badania przeprowadzone w wa-
runkach in vitro wykazaly, ze otéw inaktywuje en-
zym APEX1 co uniemozliwia prawidtowa naprawe
uszkodzen DNA [18]. Inne badania nie wykazaty
wptywu tego polimorfizmu na aktywnos$¢ endonuk-
leazy [19]. Polimorfizm GIn399Arg zlokalizowany
jest w domenie genu XRCC1 odpowiadajgcego
za wigzanie polimerazy poli(ADP-rybozy), bioracej

udziat w mechanizmie BER [20]. Wykazano, ze sub-
stytucja Arg przez Gln wigze sie z obnizong wydaj-
noscia naprawy uszkodzen w DNA [15]. W przy-
padku polimorfizmu -4A/G w genie XPA wykazano,
iz osoby z genotypem G/G odznaczaja si¢ lepsza
i wydajniejsza zdolnoScig naprawy DNA [21].

Celem pracy byta ocena wptywu polimorfizméw
w genach naprawy DNA: APE1, hOGG1, XRCCl,
XPA na poziom uszkodzen oksydacyjnych w DNA
indukowanych przez otéw oraz ocena czestosci wy-
stepowania tychze polimorfizméw w populacji do-
rostych 0sob rasy kaukaskiej pochodzacych z potu-
dniowej Polski.

MATERIAL | METODY

Badaniami objeto 115 dorostych mezczyzn z po-
tudniowej Polski eksponowanych zawodowo
na otéw (Sredni czas narazenia na olow
12,75+10,32 lat) oraz 58 mezczyzn bez narazenia,
stanowigcych grupe kontrolng. Charakterystyke ba-
danych grup przedstawiono w tabeli 1. Sredni wiek
0s6b w grupie pracownikow narazonych zawodowo
na otéw wynosit 39,65+10,32 lat i byt istotnie sta-
tystycznie nizszy niz w grupie kontrolnej
(48,0+9,69). Odsetek osob palgcych papierosy byt
poréwnywalny w obu grupach (34,8% i 32,8%, od-
powiednio w grupie narazonej na Pb i kontrolnej),
aczkolwiek $redni czas palenia papieroséw byt is-
totnie statystycznie dtuzszy w grupie kontrolnej
(p=0,007).

Materiat do badan stanowity probki krwi i mo-
czu. Probki krwi do czasu analizy przechowywano
w temperaturze —20°C, z kolei probki moczu
w temperaturze —80°C

Badania przeprowadzono po uzyskaniu zgody Ko-
misji Bioetycznej Instytutu Medycyny Pracy i Zdro-
wia Srodowiskowego w Sosnowcu.

Poziom otowiu i ZPP we krwi

Poziom otowiu we krwi (PbB) oraz cynkoproto-
porfiryny (ZPP) oznaczano we krwi peinej. PbB
oznaczano w kuwecie grafitowej przy uzyciu spek-
trofotometru absorpcji atomowej Unicam 929 oraz
9390Z. Poziom ZPP mierzono za pomoca hema-
tofluorymetru Aviv Biomedical, Model 206.

Poziom 8-OH-dG

Stezenie 8-hydroksy-2-deoksyguanozyny (8-OH-
dG) w moczu zostato okreslone w oparciu o metode
ELISA, z uzyciem gotowego zestawu firmy BioVen-
dor, zgodnie z protokotem dostarczonym przez pro-
ducenta. Absorbancje probek odczytano przy dtu-
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Tabela I. Charakterystyka badanej populacji
Table |. Characteristics of studied population
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Zmienna Grupa narazona Grupa kontrolna p
(N=115) (N=58) (wartos¢ testu)

Wiek® [lata] 39,65+10,32 48,0+9,69 <0,0012 (-4,72)
Sredni czas narazenia® [lata] 12,75+10,27 - -
Odsetek palaczy [n (%)] 40 (34,8) 19 (32,8) 0,79¢ (0,07)
Sredni czas palenia® [lata] 15,03+8,69 21,94+9,12 0,0072 (-2,69)
PbB b [ug/dl]33,48+9,18 5,35+£18,28 0,000a (9,97)
ZPP b [pg/g Hb] 4,10+£2,00 2,22+0,70 0,0002 (6,72)
8-OH-dG b [ng/mg K] 13,83+12,31 12,73+8,63 0,409? (0,83)

a test U-Mann-Whitneya (U-Mann-Whitney test)

b $rednia + odchylenie standardowe (mean + standard deviation)

test Chi-kwadrat (Chi-square test)

gosci fali 450 nm za pomocg spektrofotometru mi-
kroptytkowego Eon (BIO-TEK Instruments). Steze-
nie 8-OH-dG w badanych probkach wyliczano
w oparciu o krzywa wzorcowg wyznaczong ze stan-
dardéw traktowanych analogicznie do prob bada-
nych.

lzolacja DNA

Genomowe DNA izolowano z krwi peinej mro-
zonej za pomoca gotowych zestawoéw (Syngen Blo-
od/Cell DNA Mini Kit) zgodnie z instrukcjg dostar-
czong przez producenta. Oczyszczone DNA rozpusz-
czono w 100 pl wody wolnej od nukleaz. Wyizolo-
wane DNA przetrzymywano w temperaturze -20°C.

Genotypowanie

W celu analizy polimorfizméw typu SNP wyko-
rzystano gotowe zestawy (TagMan SNP Genotyping
Assays, Life Technologies) zawierajace specyficzne
startery oraz sondy. Reakcje prowadzono z wyko-
rzystaniem termocyklera LightCycler 480 (Roche)
w objetosci 12,5 pl. Standardowa objetosé reakcji
zalecana przez producenta wynosi 25 pl, jednakze

Tabela Il. Charakterystyka polimorfizméw wybranych do analizy
Table Il. Characteristics of studied polymorphisms

przeprowadzono szereg reakcji kontrolnych, w kto-
rych wykazano, iz objetos¢ 12,5 ul jest wystarcza-
jaca do prawidtowego zajscia reakcji. Mieszanina
reakcyjna zawierata 10 ng DNA (4 pl), 6,25 pl 2x
TagMan Master Mix, 0,625 pl 20x SNP Genotyping
Assay (Life Technologies) oraz 1,625 pl wody wolnej
od nukleaz. Warunki reakcji PCR byty nastepujace:
95°C przez 10 min, 92°C przez 15 sek. oraz 60°C
przez 1 min (40 cykli). Na podstawie uzyskanych
wynikéw oznaczono genotyp badanych probek. Aby
zapewni¢ wysoka wiarygodnos¢ uzyskiwanych wy-
nikoéw kazda probke oznaczano w dwoch powto-
rzeniach, a kazda reakcja oprécz oznaczanych prob
zawierata rowniez kontrole ujemna (mieszanina
reakcyjna bez DNA).

W niniejszej pracy analizowano 4 polimorfizmy
typu SNP w wybranych genach naprawy DNA.
Szczegbtowq charakterystyke wybranych polimor-
fizmoéw przedstawiono w tabeli II.

Analiza statystyczna
Do analizy statystycznej wykorzystano program
Statistica 9.PL. Do weryfikacji normalnosci rozkta-

Gen Kodowane biatko ref SNP Chromosom Funkcja? Allele
APEX1 Endonukleaza AP1 rs1130409 17 Asp148Gilu >G
hOOG1 Glikozydaza 8-oksoguaniny rs1052133 Ser326Cys C>G
XPA Biatko XPA rs1800975 -4 A/G A>G
XRCC1 X-ray repair cross-complementing 1 rs25487 19 GIN399Arg A>G

@ Wedtug bazy danych Single Nucleotide Polymorphism database (dbSNP), NCBI
@ According to Single Nucleotide Polymorphism database (dbSNP), NCBI
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du zmiennych wykorzystano test Shapiro-Wilka. Ze
wzgledu na fakt, iz badane cechy nie miaty rozkta-
du normalnego istotno$¢ statystyczna roéznic po-
miedzy grupg narazona zawodowo na otéw oraz
kontrolng oceniono za pomoca nieparametrycznego
testu U-Manna-Whitneya. Do oceny r6znic pomie-
dzy poszczegdlnymi genotypami wykorzystano test
analizy wariancji Kruskalla-Wallisa. Dla okreslenia
zwigzku korelacyjnego pomiedzy mierzonymi pa-
rametrami wykorzystano test korelacji rang Spear-
mana.

W celu okreslenia rozktadu genotypoéw poszcze-
g6lnych polimorfizméw okreslono czestos¢ wyste-
powania poszczegblnych alleli i genotypow. Dla
wszystkich badanych polimorfizméw wartosci ob-
serwowane porOwnywano z warto$ciami oczekiwa-
nymi na podstawie prawa Hardy’ego-Weinberga,
z uzyciem testu %2 lub doktadnego testu Fishera. Pra-
WO to opisywane jest nastepujacym roOwnaniem:

P*+2pq+q* =1
P, g — czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych alleli
danego genu

Do wyznaczenia wartoSci oczekiwanych poszcze-
g6lnych genotypow postuzono sie kalkulatorem sta-
tystycznym opracowanym przez M. Court [22].
Przyjeto, ze wynik jest istotny statystycznie na po-
ziomie 0,05.

WYNIKI

W grupie eksponowanej zawodowo na otéow
stwierdzono istotnie statystycznie wyzszy poziom
PbB (p=0,000) oraz ZPP (p =0,000) w poréwnaniu
z grupa kontrolng (tabela I).

Zaobserwowano istotny statystycznie wptyw po-
limorfizmu -4A/G (rs1800975) w genie XPA na po-
ziom otowiu we krwi (p=0,006), przy czym naj-
wyzsze stezenie tego biomarkera obserwowano u he-
terozygot. W przypadku polimorfizmu Ser326Cys
(rs1052133) w genie hOGG1 heterozygoty charak-
teryzowaty sie znamiennie nizszym poziomem
8-OH-dG w poréwnaniu z homozygotami C/C
i G/G (p=0,01). Szczegbtowe wyniki przedstawiono
w tabeli III.

Tabela Ill. Poziom biomarkeréw ekspozycji na otbw oraz uszkodzen oksydacyjnych DNA w zaleznosci od genotypu
Table llI. The level of biomarkers of lead exposure and DNA oxidative damage depending on the genotype

PbB ZPP 8-OH-dG
Gen N Srednia + SD K_V;/ Srednia + SD K_V! Srednia + SD K_V;/
(P) (P) ()
APEX1
G/G 49 25,45+14,9 2,62 3,64+2,13 3,47 16,31£17,28 0,42
G/T 84 25,11+18,67 (0,269) 3,66+1,78 (0,176) 11,94+6,85 (0,809)
T/T 40 21,08+22,15 3,10+1,84 13,16+8,38
hOGG1
C/C 107 23,68+17,76 1,17 3,30+1,78 5,54 15,02+£13,07 9,25
C/G 59 23,87+19,98 (0,557) 3,62+2,00 (0,063) 10,46+6,59 (0,01)
G/G 7 30,70+20,50 5,10+2,31 14,87+4,43
XPA
G/G 106 22,05+20,87 10,35 3,34+1,87 2,51 13,62+8,98 2,03
G/A 41 31,9249,58 (0,006) 3,78+1,92 (0,285) 10,61+5,14 (0,362)
A/A 26 19,70+15,84 3,52+1,99 17,31+21,27
XRCC1
G/G 84 24,03+18,06 0,91 3,46+1,80 0,66 15,01+13,81 2,61
G/A 64 051242029 (0,634) 3,50+1,93 (0,718) 12,65+8,56 (0,.271)
A/A 25 20,97+15,78 3,42+2,19 10,32+5,08

@ analiza wariancji Kruskalla-Wallisa (warto$¢ p)
@ Kruskall-Wallis analysis of variance (p-value)
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Czesto$¢ wystepowania poszczegblnych genoty- — wykazano istotnych statystycznie r6znic pomiedzy
pow badanych polimorfizméw byta porownywalna  poszczegélnymi genotypami w genach:

w obu grupach, z wyjatkiem polimorfizmu ® APEX1, hOGG1 oraz XRCC1 w odniesieniu
rs1800975 w genie XPA (p=0,0000). W grupie kon- do PbB,

trolnej nie zidentyfikowano heterozygot, co mogto ® APEX1, hOGG1, XPA oraz XRCC1 w odnie-
wynika¢ ze zbyt matej liczebnosci grupy. Szczegoto- sieniu do ZPP.

we dane dotyczace czestosci wystepowania poszcze- ® APEX1, XPA oraz XRCCI1 w odniesieniu
g6lnych genotypow przedstawiono w tabeli IV. Nie do poziomu 8-OH-dG.

Tabela VI. Rozktady genotypow w genach naprawy DNA w grupie narazonej na otow oraz kontrolne;
Table IV. Genotype distribution of DNA repair genes in lead exposed and control groups

Narazeni Kontrola
NP a
Gen S Genotyp n (%) n (%) p
G/G 37 (32,2) 12 (20,7) 25370
APEX1 rs1130409 G/T 57 (49,6) 27 (46,6) é -0 ’068
/T 21(18,3) 19 (32,8) '
C/C 72 (62,6) 35 (60,3) 2— 1569
hOOG1 rs1052133 C/G 37 (32,2) 22 (37,9) >|:§= 0 4]L56b
G/G 6(52) 1(1,7) ’
G/G 59 (51,3) 47 (81,0) 297139
XPA rs1800975 G/A 41 (35,7) 0 (0) é: 0 O(SOOb
A/A 15 (13,0) 11 (19,0) ’
G/G 57 (49,6) 27 (46,6) 2—016
XRCC1 rs25487 G/A 42 (36,5) 22 (37,9) E)(:O 522
A/A 16 (13,9) 9 (15,5) '
atest Chi-kwadrat Pearsona (Pearson’s Chi-square)
b dokfadny test Fishera (Fisher's Exact test)
Tabela V. Rozktad genotypdw oraz czestosc¢ alleli dla badanych polimorfizméw (tacznie w catej badanej populacii)
Table V. Distribution of genotypes and allels frequency in studied polymorphisms (among whole study population)
Gen SNP Genotyp Obserwowane Czgstose Oczekiwane p
genotypu
G/G 49 0,28 47,9 2—0119
APEX1 rs1130409 G/T 84 0,49 86,3 « =OY 73
/T 40 023 38,9 p=5
Czestose allelu: G: 0,53; T: 0,47
C/C 107 0,62 107,7 2—0102
hOOG1 rs1052133 C/G 59 0,34 57,6 é: 0 '749
G/G 7 0,04 7,7 '
Czestos¢ allelu: C: 0,79; G: 0,21
G/G 106 0,61 92,5 x>=27,278
XPA rs1800975 G/A 41 0,24 68,0 p=0,000
A/A 26 0,15 12,5
Czestose allelu: G: 0,73; A: 0,27
G/G 84 0,49 77,8 2— 4580
XRCC1 rs25487 G/A 64 0,37 76,4 « —0 '032
AA 25 0,14 18,8 p=5

Czestosc allelu: G: 0,67; A: 0,33
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Analizowane polimorfizmy w genach APEX1
oraz hOGG1 wykazujg rozktad alleli zgodny z pra-
wem Hardy’ego-Weinberga. W przypadku polimor-
fizmu -4A/G (rs1800975) w genie XPA oraz
GIn399Arg (rs25487) w genie XRCC1 wartosci ob-
serwowane i oczekiwane nie s3 w rownowadze ge-
netycznej Hardy’ego-Weinberga (tabela V).

Nie wykazano istotnej statystycznie réznicy po-
miedzy grupg badana a kontrolna w odniesieniu
do poziomu uszkodzen oksydacyjnych w DNA,
oznaczanych jako poziom 8-OH-dG w moczu
(p=0,409). Analiza korelacji pomiedzy biomarke-
rami ekspozycji na otéw (PbB i ZPP) a poziomem
uszkodzen w DNA wyrazonych poprzez stezenie 8-
OH-dG w moczu nie wykazata istotnych statystycz-
nie zaleznosci (tabela VI).

Tabela VI. Korelacje pomiedzy paramaterami w badanej po-
pulacji (wspdtczynnik korelacji rang Spearmana)

Table VI. Corelations between study parameters in study
population (Spearman’s rank correlation coefficient)

Zmienna PbB ZPP 8-OH-dG
PbB - -0,17* 0,05
ZPP 0,62 - 0,02
*p<0,05
DYSKUSJA

Pomimo znanego toksycznego oddziatywania oto-
wiu na organizm czlowieka, metal ten jest wcigz
stosowany w roznych dziedzinach przemystu. Za-
wodowe narazenie na otéw obecnie wystepuje prze-
de wszystkim w hutnictwie (huty cynku, otowiu,
miedzi i metali niezelaznych) oraz przy produkcji
akumulatoréw [23]. W Polsce w warunkach nara-
zenia zawodowego na otdéw pracuje ok. 26 500 os6b
[24].

W niniejszej pracy badano wptyw otowiu na po-
ziom uszkodzen oksydacyjnych w DNA w populacji
pracownikéw narazonych zawodowo na otéw oraz
w grupie kontrolnej. U wszystkich badanych os6b
oznaczono poziom PbB oraz ZPP, ktére sg po-
wszechnie wykorzystywane jako biomarkery eks-
pozycji na otéow [25]. U pracownikéw eksponowa-
nych na otéw stwierdzono ponad 6-krotnie wyzszy
poziom PbB i niemal 2-krotnie wyzszy poziom ZPP
w poréwnaniu z grupa kontrolna.

W przebadanej populacji odsetek osob palacych
papierosy wynosit ok. 34% i byt porownywalny
w grupie badanej i kontrolnej. W dymie tytonio-
wym pochodzgcym z wypalenia jednego papierosa

znajduje sie 17-980 ng otowiu, a biorac pod uwage
fakt, iz retencja tego pierwiastka w uktadzie odde-
chowym palacza jest duza, dym tytoniowy staje sie
waznym zrédtem tego metalu w organizmie [26].
Zalewska i wsp. wykazali, iz na stezenie otowiu we
krwi wptywa nie tylko narazenie zawodowe
na otoéw, ale rowniez palenie papierosow. W grupie
0s6b eksponowanych zawodowo m.in. na otéw oraz
palacych papierosy stwierdzono ponad 7-krotny
wzrost PbB w stosunku do grupy kontrolnej, pod-
czas gdy wzrost PbB u 0s6b niepalgcych papierosow
byt 6-krotny w poréwnaniu do kontroli [27]. W pra-
cy Mateuca i wsp. (2008) wykazano, iz analizujac
interakcje pomiedzy genami naprawy DNA a $ro-
dowiskowym lub zawodowym narazeniem na czyn-
niki uszkadzajgce DNA nalezy wziagé rowniez
pod uwage palenie papieroséow [15, 17]. U os6b z ge-
notypem Arg/Gln w polimorfizmie Arg399Gln w ge-
nie XRCC1 palacych papierosy obserwowano istotny
statystycznie wzrost czestoSci mikrojader [15]. Ryk
i wsp. (2006) wykazali, iz u kobiet z wariantem Met
w polimorfizmie Arg399GIn w genie XRCC1, ktore
nie pality papieroséw ryzyko zachorowania na raka
ptuc bylo istotnie statystycznie nizsze [28].

Jednym z mechanizméw toksycznego dziatania
otowiu jest jego zdolno$¢ do indukowania stresu
oksydacyjnego (zaburzenie réwnowagi oksydoreduk-
cyjnej w komorce) co prowadzi do wzmozonej pro-
dukcji reaktywnych form tlenu i w konsekwencji
do utleniania biatek, lipidow oraz kwaséw nuklei-
nowych [29]. Uszkodzenia oksydacyjne DNA od-
grywaja role w patofizjologii wielu choréb, m.in.
nowotworéw, miazdzycy, chor6b neurodegeneracyj-
nych i procesu starzenia si¢ [27]. Oksydacyjne uszko-
dzenia DNA odpowiadajg m.in. za powstawanie
mutacji punktowych. Poziom 8-OH-dG jest obecnie
jednym z najczesciej wykorzystywanych w bada-
niach markerem oksydacyjnych uszkodzen DNA [8,
30]. Wyniki w naszych badaniach nie wykazaty is-
totnej statystycznie réznicy pomiedzy grupa ekspo-
nowang zawodowo na otéw a kontrolng w odnie-
sieniu do poziomu 8-OH-dG w moczu. Nie wyka-
zano tez istotnej statystycznie korelacji pomiedzy
8-OH-dG a biomarkerami ekspozycji na otow (PbB
i ZPP). Odmienne wyniki uzyskano w pracy Jasim
i wsp. (2012), gdzie wykazano Ze pracownicy nara-
zeni na olo6w maja znamiennie wyzszy poziom
8-OH-dG w moczu w poréwnaniu z grupa kontro-
Ing oraz, ze wraz ze wzrostem okresu ekspozycji
na otow wzrastat poziom 8-OH-dG w moczu [31].
We wspomnianej pracy Sredni poziom otowiu we
krwi w grupie eksponowanej na otéw wynosit
od 34,3 pg/dl do nawet 69,0 pg/dl w zaleznosci
od okresu narazenia, a wiec byt wyzszy niz w po-
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pulacji bedacej przedmiotem naszego badania, co
moze by¢ przyczyng braku znamiennych statystycz-
nie r6znic miedzy grupa badang i kontrolng. Wysoki
poziom 8-OH-dG w moczu $wiadczy z jednej strony
o nasilonym poziomie stresu oksydacyjnego, z dru-
giej za$ odzwierciedla wysoka sprawnos¢ mechaniz-
moéw naprawczych w organizmie [7, 8]. W pracy
Szymanska-Chabowska i wsp. (2009), w ktorej oce-
niano poziom 8-OH-dG w osoczu 0s6b zawodowo
eksponowanych na metale ciezkie, takie jak otow,
kadm czy arsen, poziom 8-OH-dG w osoczu u 0s6b
eksponowanych na otow byt wyzszy niz w grupie
kontrolnej, aczkolwiek nie wykazano istotnej sta-
tystycznie korelacji pomiedzy PbB a 8-OH-dG
w osoczu [32].

W badanej populacji zaobserwowano réznice po-
miedzy poszczegblnymi genotypami w polimorfiz-
mie -4A/G (rs1800975) w genie XPA (najwyzszy po-
ziom u o0séb z genotypem G/A) w odniesieniu
do PbB oraz w polimorfizmie Ser326Cys
(rs1052133) w genie hOGG1 (najnizszy poziom
u heterozygot C/G) w odniesieniu do poziomu 8-
OH-dG w moczu. Wyjasnienie faktu, iz u hetero-
zygot poziom PbB oraz 8-OH-dG odbiegat od po-
ziomu tych marker6w u homozygot jest trudne i wy-
maga dalszych badan. W przypadku polimorfizmu
Ser326Cys liczba zidentyfikowanych homozygot
G/G byta niewielka co moglto wptyna¢ na wyniki,
dlatego tez przebadanie wigkszej populacji moze po-
moc w wyjasnieniu tego zagadnienia.

Garcia-Leston i wsp. (2012) wykazali zwigzek po-
miedzy polimorfizmem Ser326Cys a poziomem
uszkodzen oksydacyjnych u pracownikow ekspono-
wanych zawodowo na otéw. U 0s6b z genotypem
G/G obserwowano wyzszy poziom uszkodzen
w DNA. Autorzy publikacji wskazuja, iz u tych os6b
efektywnos¢ usuwania uszkodzen, takich jak 8-
oksoguaniny, jest mniej efektywna [33].

W prezentowanej pracy oceniano réwniez czes-
tos¢ wystepowania poszczegélnych alleli i genoty-
pow. W  przypadku polimorfizmu -4A/G
(rs1800975) w genie XPA oraz GIn399Arg (1s25487)
w genie XRCC1 czestosc alleli odbiegata od czestosci
oczekiwanej wedtug rownowagi Hardy’ego-Wein-
berga, co moze by¢ spowodowane zbyt matg liczbg
przebadanych oséb. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
czestoSci poszczegdlnych alleli sg porownywalne
z opisywanymi w populacji europejskiej dostepnej
w bazie danych NCBI (tabela VII). Jedynie w przy-
padku polimorfizmu GIn399Arg w genie XRCC1
czestos¢ rzadszego allelu A jest nizsza niz w popu-
lacji europejskiej opisanej jako HapMap-CEU (od-
powiednio 0,27 vs 0,38). Dla pozostatych analizo-
wanych polimorfizméw zaobserwowano iz czestosci
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rzadszego allelu s3 nieco inne w populacji europej-
skiej (zarbwno w populacji badanej w niniejszej pra-
cy, jak i HapMan-CEU) niz w populacji $wiatowej,
co wynika ze zr6znicowania czgsto$ci wystepowania
w roznych grupach etnicznych (tabela VII) [34].

Tabela VII. Poréwnanie czestosci alleli w roznych popula-

Table VII. gjz;hparison of allels frequency in different popula-
tions
cen | s e | GEU” | (Glaba)
APEXT | rs1130409 ?8’573 ?8’57282 ?;:8’5?3655
pooer [iosas| 8079 | SoTe [ Goos
X |m1200975) 0% | Goe | Groaes
XACOT | 1s25467 | G0 | Glosas | Grooos
PODSUMOWANIE

Pomimo dobrze poznanego toksycznego dziatania
otowiu, zawodowe narazenie na ten metal ciezki
jest ciggle istotnym problemem. W przebadanej po-
pulacji nie wykazano istotnej statystycznie korelacji
pomiedzy markerami ekspozycji na otéw a biomar-
kerem oksydacyjnych uszkodzen w DNA, aczkol-
wiek zaobserwowano znamienny wptyw polimor-
fizmu -4A/G (rs1800975) w genie XPA na poziom
otowiu we krwi oraz polimorfizmu Ser326Cys
(rs1052133) w genie hHOGG1 w odniesieniu do po-
ziomu 8-OH-dG. W przypadku polimorfizmu -4A/G
(rs1800975) w genie XPA oraz GIn399Arg (1s25487)
w genie XRCC1 czestos¢ alleli odbiegata od czestosci
oczekiwanej wedtug réwnowagi Hardy’ego-Wein-
berga, co moze by¢ spowodowane zbyt matg liczbg
przebadanych oséb.

Zrédto finansowania: Projekt zostat sfinansowany ze srod-
kow Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podsta-
wie decyzji nr 2011/03/N/NZ7/05066
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