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STRESZCZENIE

Otow to metal o toksycznym dziataniu, ktory ze wzgle-
du na niezwykte wtasciwosci jest wykorzystywany w wie-
lu dziedzinach przemystu. Jego szerokie spektrum dziata-
nia na organizm cztowieka powoduje, ze jest przedmio-
tem licznych badan skupiajacych si¢ m.in. na wyjasnieniu
mechanizmo6w jego dziatania oraz identyfikacji genetycz-
nych wyznacznikéw obrony przed szkodliwym wptywem
tego metalu. Jednym z istotnych mechanizméw obrony
przed uszkodzeniami generowanymi przez otéw jest na-
prawa DNA. Polimorfizmy w genach naprawczych moga
wplywac na szybkos¢ i efektywno$¢ naprawy, a zatem
ksztattowac wrazliwo$¢ osobniczg na otéw obecny w $ro-
dowisku.

Stowa kluczowe: otéw, uszkodzenia DNA, naprawa
DNA, polimorfizmy genetyczne, ekspozycja zawodowa

ABSTRACT

Lead is a toxic metal, which due to its superb properties
is used in many industries. Due to the wide spectrum of
its effects to human body it is very important to enhance
the knowledge on the mechanisms of lead’s toxicity as
well as to identify genetic determinants of defense against
the harmful effects. DNA repair is one of the most im-
portant defense mechanisms against damage induced by
lead. Gene polymorphisms may influence the recovery
rate and recovery efficiency, and thus shape the individual
susceptibility to lead exposure.

Key words: lead, DNA damage, DNA repair, genetic
polymorphisms, occupational exposure

WSTEP

Otéw nalezy do metali cigzkich, ktére pomimo
swego toksycznego dziatania, od wiekow sg wyko-
rzystywane w wielu réznych dziedzinach przemystu.
Do niekorzystnych skutkoéw oddzialywania otowiu
na organizm cztowieka zalicza si¢ m.in. uszkodzenie
nerek, uktadu nerwowego, krwiotworczego, krwio-
nosnego rozrodczego oraz watroby [1, 2].

Biologiczne skutki ekspozycji srodowiskowej bgdz
zawodowej na otéw byly przedmiotem licznych ba-
dan. Wykazano, ze metal ten indukuje powstawanie
mikrojader [3, 4], aberracji chromosomowych [3,
5], zwieksza czestos¢ wymiany chromatyd siostrza-
nych [3, 5] oraz prowadzi do powstawania uszko-
dzen DNA [6-9]. W badaniach poswieconych ge-
notoksycznemu dziataniu otowiu coraz czesciej tez
wykorzystuje si¢ testy pozwalajace ocenié czestos¢

powstawania mutacji, np. w genie receptora komo-
rek T (ang. TCR mutation assay) [10, 11].

Jednym z istotnych czynnikéw modyfikujacych
toksyczne dziatanie otlowiu w organizmie cztowieka
jest polimorfizm genetyczny. Do najlepiej poznanych
polimorfizméw  genetycznych analizowanych
w aspekcie srodowiskowego badz zawodowego na-
razenia na otéw nalezg polimorfizmy w genie de-
hydratazy kwasu d-aminolewulinowego (ALAD)
oraz receptora witaminy D (VDR) [12-14].

MECHANIZMY TOKSYCZNEGO DZIALANIA
OoLOowIU

Jednym z najlepiej poznanych mechanizmow to-
ksycznego dziatania otowiu jest jego wptyw na pro-
ces biosyntezy hemu. Celem otowiu na $ciezce bio-
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syntezy hemu jest cytozolowy enzym dehydrataza
kwasu §-aminolewulinowego (ALAD), ktory katali-
zuje reakcje kondensacji dwoch czgsteczek kwasu
d-aminolewulinowego i prowadzi do powstania
porfobilinogenu. Efektem zahamowanej aktywnosci
enzymu ALAD jest gromadzenie si¢ czgsteczek kwa-
su d-aminolewulinowego (ALA) we krwi oraz w mo-
czu. Przejawem toksycznego dziatania otowiu jest
rébwniez jego ujemny wplyw na aktywnos¢ ferro-
chelatazy, ktora katalizuje ostatni etap syntezy hemu
polegajacy na wbudowywaniu zelaza do pierScienia
protoporfiryny. Brak aktywnosci ferrochelatazy pro-
wadzi do wigzania cynku przez protoporfiryne, wy-
nikiem czego jest tworzenie si¢ czasteczek cynko-
protoporfiryny (ZPP) [2, 15]. Schematyczny przebieg
tego procesu przedstawia ryc. 1.
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Ryc. 1. Wptyw toksycznego dziatania otowiu na proces biosyn-
tezy hemu [na podstawie 1]
8-ALAS - synteza kwasu 8-aminolewulinowego; 8-ALAD
— dehydrataza kwasu §-aminolewulinowego

Fig. 1. Toxic effects of lead on heme biosynthesis [based
on 1]
3-ALAS - d-aminolevulinate synthase; 8-ALAD — &-amino-
levulinate dehydratase

Innym istotnym mechanizmem toksycznego dzia-
tania otowiu, cho¢ mniej poznanym, jest zdolnos¢
otowiu do indukgji stresu oksydacyjnego. Schema-
tyczny przebieg tego procesu oraz jego skutki przed-
stawiono na ryc. 2.

Stres oksydacyjny mozna zdefiniowa¢ jako stan
fizjologiczny komorki, w ktérym zaburzona jest row-
nowaga oksydoredukcyjna, co wiaze sie z niekon-
trolowana nadprodukcjg reaktywnych form tlenu
(RFT), takich jak: anionorodnik ponadtlenkowy
(O,77), nadtlenek wodoru (H,0,), czy tez najbardziej
reaktywny rodnik wodorotlenowy (‘OH). W prze-
ciwienstwie do tlenu czgsteczkowego, wolne rodniki
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Ryc. 2. Schemat procesu generowania oksydacyjnych uszko-
dzen indukowanych przez otéw
8-ALA — kwas 8-aminolewulinowy; 6-ALAD — dehydrataza
kwasu 8-aminolewulinowego; oxyHb — oksyhemoglobina;
RFT — reaktywne formy tlenu; BER — naprawa przez wyci-
nanie zasad; NER — naprawa przez wycinanie nukleoty-
dow

Fig. 2. The process of generating oxidative damages induced
by lead
8-ALA — d-aminolevulinate acid; 8-ALAD — d-aminolevulinate
dehydratase; oxyHb — oxyhemoglobin; RFT — reactive oxy-
gen species; BER — base excision repair; NER — nucleotide
excision repair

tlenowe sg zdolne do niekontrolowanego utleniania
organicznych sktadnikéw komorki takich jak biatka,
lipidy, kwasy nukleinowe, co w drastycznych przy-
padkach moze prowadzi¢ do jej $mierci [16]. Wzmo-
zona produkcja reaktywnych form tlenu indukowa-
na otowiem zachodzi na skutek zahamowania ak-
tywnosci dehydratazy kwasu §-aminolewulinowego
i gromadzenia sie substratu czyli kwasu 8-aminole-
wulinowego (ALA). ALA szybko ulega oksydacji
i prowadzi do produkcji RFT (0,7, H,O, "OH).
Niezbednym etapem w reakcjach autooksydacyj-
nych ALA jest tautomeryzacja formy ketonowej
kwasu ALA do formy enolowej (w pH 7-8). Forma
enolowa 9-ALA jest donorem elektronu dla czgs-
teczki tlenu. Dodatkowo transfer elektronu z oksy-
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hemoglobiny (oxyHb) na tlen skutkuje powstaniem
methemoglobiny (metHb), rodnikowej formy ALA’
oraz H,0, [2, 15]. Badania wskazujg, ze §-ALA wy-
kazuje rowniez charakter genotoksyczny i moze
prowadzi¢ do powstawania peknie¢ jednonicio-
wych w czasteczce DNA. Koficowy produkt oksy-
dacji kwasu aminolewulinowego — kwas 4,5-dio-
ksowalerianowy jest czynnikiem alkilujacym gua-
ning w DNA [17].

Otow jest znanym toksycznym czynnikiem wpty-
wajacym na strukture i funkcje bton komérkowych.
Otéw indukuje peroksydacje lipidow, czyli utlenia-
nie nienasyconych kwasow ttuszczowych, co pro-
wadzi do zniszczenia btony badZ do zmiany jej wta-
Sciwosci chemicznych. Szczegdlnie wrazliwe na pe-
roksydacje sg fosfolipidy, stanowiace gtéwny budu-
lec bton komoérkowych [1]. Inkubacja kwasu lino-
lenowego i arachidonowego z otowiem prowadzi
do akumulacji produktu peroksydacji lipidow — dial-
dehydu malonowego (MDA). MDA moze reagowaé
z zasadami azotowymi guaning (G), adening (A),
cytozyng (C) w DNA i formowac¢ addukty MG, M;A
i M,C [17]. Badania wykazaty, ze addukt M;G jest
mutagenny w komorkach E. coli i indukuje trans-
wersje M;G—T (tymina) oraz tranzycje M;G—A.
Addukt ten ulega tatwo konwersji do N2-okoprope-
nyl-G, co prowadzi do tworzenia si¢ wigzan krzy-
zowych DNA-DNA oraz DNA-biatko [17].

O16éw moze tez wptywac na sktad lipidowy bton
komorkowych. Dtugos$¢ kwasow ttuszczowych, jak
robwniez ich poziom nasycenia sg zwigzane z wraz-
liwoscig bton na peroksydacje. Otow moze induko-
wac elongacje kwasu arachidonowego, co moze pro-
wadzi¢ do wzmozonej oksydacji lipidow w btonie
[1]. U pracownikéw narazonych zawodowo na otow
obserwuje sie znaczacy wzrost poziomu produktow
peroksydacji lipidow w plazmie, oznaczanych jako
substancje reagujace z kwasem 2-tiobarbiturowym
(TBARS, ang. thiobarbituric acid reactive substances)
[18].

Za powstawanie wiekszosci uszkodzen oksyda-
cyjnych w DNA odpowiedzialny jest gtéwnie rodnik
hydroksylowy (-OH), wysoce reaktywny z powodu
silnie nukleofilowego charakteru. Reaguje on zarow-
no z zasadami purynowymi i pirymidynowymi, jak
robwniez z czasteczka deoksyrybozy [17]. Poszcze-
go6lne zasady azotowe moga ulega¢ r6znym mody-
fikacjom np. guanina do 8-oksyguaniny (8-oxoGua)
i FapyGuaniny (2,6-diamino-4-hydroksy-5-forma-
midopirymidyny); adenina do 8-hydroksyadeniny,
2-hydroksyadeniny i FapyAdeniny (5-formamido-
4,6-diaminopirymidyny); cytozyna do 5-hydroksy-
cytozyny, 5-hydroksyuracylu i 5,6-dihydroksyuracy-
lu, tymina do glikolu, 5-hydroksymetylouracylu

i 5-hydroksymetylohydatoniny. Obecnie znanych jest
ponad 100 r6znych produktéw powstajacych w wy-
niku proceséw oksydacji DNA. Konsekwencja
uszkodzen oksydacyjnych DNA s3 transwersje zasad
azotowych, gtéwnie GC—TA, za ktére odpowiada
8-oxoGua, pekniecia jednej nici DNA (SSB, ang. sin-
gle stand breaks), pekniecia dwoch nici DNA (DSB,
ang. double strand breaks) oraz powstawanie wigzan
krzyzowych DNA-DNA [17]. Wystepowanie tego ro-
dzaju uszkodzen zaburza strukture chromatyny, co
z kolei moze wptywac na procesy naprawy, replikacji
i transkrypcji DNA.

NAPRAWA DNA

Wszelkie zmiany w materiale genetycznym sa
szczegOlnie niebezpieczne, gdyz moga prowadzi¢
do mutagenezy lub kancerogenezy. Prawidtowa na-
prawa DNA pozwala utrzyma¢ integralno$¢ genomu
i petni kluczows role przed dziataniem czynnikow
mutagennych oraz kancerogennych. Organizmy po-
siadaja liczne mechanizmy, zdolne do naprawy
uszkodzenn DNA generowanych m.in przez wolne
rodniki. W komoérkach organizméw eukariotycz-
nych, w tym réwniez u cztowieka, mozna wyr6znic
nastepujace mechanizmy naprawy jadrowego DNA:

e naprawy bezposredniej (DR, ang. direct repair),

e naprawy btednie sparowanych zasad (MMR,

ang. mismatch repair),

e naprawy przez wyciecie zasady (BER, ang. base

excision repair),

e naprawy przez wyciecie nukleotydow (NER,

ang. nucleotide excision repair),

e naprawy dwuniciowych pekniec¢ nici DNA [19,

20].

Wigkszos$¢ uszkodzen DNA, szczeg6lnie oksyda-
cyjnych, usuwanych jest poprzez wycinanie zasad
lub nukleotydéw [21]. BER jest podstawowym me-
chanizmem usuwajacym z DNA utlenione i N-alki-
lowane zasady azotowe (w tym najczestszy produkt
oksydacji, czyli 8-oxoGua), uracyl oraz miejsca pu-
rynowe/pirymidynowa (AP) [17, 19, 22]. Naprawa
rozpoczyna sie od rozpoznania nieprawidtowej za-
sady przez glikozydaze DNA, a nastepnie jej usu-
nieciu oraz uzupetnieniu powstatej luki. Istotna role
w tej Sciezce naprawy odgrywaja m.in. enzymy
APE1, hOGG1 czy XRCC1 [20, 23]. System napra-
wy NER pozwala na usuwanie wielu rodzajow
uszkodzen takich jak dimery pirymidynowe, wig-
zania wewnatrzniciowe czy duzych adduktoéw. Na-
prawa przebiega wedtug schematu: rozpoznanie
uszkodzonego nukleotydu, jego wyciecie oraz syn-
teza nowej nici DNA na matrycy nici komplemen-
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tarnej. W Sciezce naprawy poprzez NER zaangazo-
wanych jest ok. 30 r6znych biatek, m.in. biatka
z grupy XP [23].

POLIMORFIZYMY W GENACH NAPRAWY

Wszystkie organizmy zywe charakteryzuja si¢ wy-
sokim stopniem zmiennoSci genetycznej, ktorej
zrédtem sg mutacje oraz rekombinacja. Mutacje
punktowe w sekwencji nukleotydéw stanowia pier-
wotng przyczyne zmiennosci genetycznej i umozli-
wiaja powstawanie nowych alleli genow. Szczegoblnie
istotne s3 mutacje, ktore powodujg zmiane amino-
kwasu na inny w kodowanym biatku lub na kodon
stop (mutacja nonsensowna). O polimorfizmie ge-
netycznym moéwimy, gdy dany wariant wystepuje
w populacji z czestoScig powyzej 1%.

Rézne warianty polimorficzne gendéw zaangazo-
wanych w mechanizm naprawy BER i NER moga
wplywac na szybkos¢ i efektywnos¢ naprawy uszko-
dzen oksydacyjnych [22]. Wiele enzymow napraw-
czych, m.in. APE1 oraz XRCC1, zawiera motywy
Cys-His odpowiadajace za wiazanie cynku. Otow
moze wigzaé si¢ w tych rejonach zamiast cynku,
prowadzac do zmian w konfiguracji biatka badz
zmiany jego aktywnosci [17].

APE1

Endonukleaza miejsc apurynowych/apirymidy-
nowych (AP1), to gtéwny enzym u ssakdéw, odpo-
wiedzialny za naprawe miejsc AP w DNA (>95%).
Ludzka endonukleaza APE1 jest wielofunkcyjnym
enzymem zaangazowanym w naprawe uszkodzen
DNA na drodze BER. APE1 hydrolizuje wigzania
fosfodiestrowe w DNA w kierunku 5’ od miejsca
apurynowego/apirymidynowego [20]. Enzym ten
usuwa miejsca AP powstate w DNA na skutek dzia-
fania enzymu hOGG1, jak réwniez czynnikow eg-
zogennych. Badania prowadzone na zwierzetach wy-
kazaty, ze heterozygotyczne myszy, ktore posiadaja
jedynie 50% aktywnos$¢ APE1 sg narazone w wigk-
szym stopniu na negatywne skutki stresu oksyda-
cyjnego, przejawiajgce si¢ zmniejszong przezywal-
noscig i zwiekszong wrazliwosciag na powstawanie
nowotworow [24].

Gen APE1 zlokalizowany jest w chromosomie 14
(14q11.2). Jednym z opisywanych w literaturze po-
limorfizmoéw genu APE1 jest rs1130409 zwigzany
z transwersjg tyminy (T) do guaniny (G) w pozycji
444, co prowadzi do substytucji aminokwaséw (Asp
do Glu) [25]. Dane dotyczace wplywu tego poli-
morfizmu na uszkodzenia indukowane przez otow
nie sa jednoznaczne. Z jednej strony wydaje sie, ze

polimorfizm ten nie ma wptywu na zdolnos$¢ wia-
zania DNA czy aktywnos$¢ endonukleazy [26].
W badaniach przeprowadzonych in vitro wykazano
jednak, iz otéw prowadzi do inaktywacji enzymu,
czego konsekwencjg jest brak mozliwosci prawid-
towej naprawy DNA [24]. W pracy Garcia-Leston
i wsp., w ktorej oceniano wpltyw polimorfizmow
w genach naprawy DNA na genotoksyczne skutki
zawodowej ekspozycji na otow, wykazano wzrost
uszkodzen DNA ocenianych za pomocg testu TCR-
Mf u homozygot GG. Autorzy sugeruja, ze struktura
biatka u 0s6b z genotypem GG sprzyja bardziej efek-
tywnemu wigzaniu otowiu zamiast magnezu, w cen-
trum aktywnym enzymu — stad osoby eksponowane
na otéw sa bardziej wrazliwe na inhibicje APE1
i w konsekwencji uszkodzenia DNA [27].

hOGG1

Innym biatkiem bedacym istotnym elementem
systemu naprawczego BER jest glikozydaza 8-okso-
guaniny. Biatko to kodowane jest przez gen hOGG1
(ang. 8-oxoguanine glycosylase) zlokalizowany
w chromosomie 3 (3p26.2) [25]. Do najlepiej poz-
nanych i opisanych polimorfizméw tego genu nalezy
polimorfizm rs1052133. Tranzycja cytozyny do gua-
niny powoduje podstawienie w pozycji 326 tancu-
cha polipeptydowego seryny cysteing. Dane litera-
turowe dotyczace wptywu tego polimorfizmu na ak-
tywno$¢ katalityczng glikozydazy s3 sprzeczne.
W czesci badan nie zaobserwowano r6znic pomie-
dzy wariantami, wg innych za$, wariant zawierajacy
seryne (326Ser) wykazuje wieksza zdolnos¢ naprawy
uszkodzen DNA [28].

W badaniu Garcia-Leston i wsp., w ktérym ana-
lizowano zwigzek m.in. polimorfizmu rs1052133
z uszkodzeniami generowanymi przez otéw, wyka-
zano, ze rozktad genotypoéw réznit sie znamiennie
statystycznie pomiedzy grupa narazong i kontrolna.
Wykazano réwniez istotnie wiekszy poziom uszko-
dzen oksydacyjnych w DNA u os6b z genotypem
GG, przy czym w grupie os6b bez narazenia na otow
nie zidentyfikowano homozygot GG [27].

XRcCC1

Gen XRCC1 (ang. X-ray repair cross-complemen-
ting 1) koduje biatko, ktore jest bezposrednio zaan-
gazowane w naprawe pekniec pojedynczej nici DNA
na drodze wycinania zasad poprzez oddziatywanie
z kompleksem enzyméw m.in. z polimeraza DNA §,
biatkiem PARP oraz ligazg DNA III. Moze rowniez
odgrywac istotna role w naprawie peknie¢ DSB (29).
Gen ten zlokalizowany jest w chromosomie 19
(19q13.2). W literaturze opisywane sg trzy polimor-
fizmy w obrebie genu XRCC1 (Argl94Trp,
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Arg280His oraz Arg399Gln), ktére wptywaja
na funkcjonowanie kodowanego przez niego biatka
a przez to na wydajnos¢ naprawy DNA [30].

W pracy Lu i wsp. analizowano polimorfizm
rs25487 (Arg399Gln) oraz rs1799782 (Arg194Trp)
(31). Polimorfizm rs25487 w genie XRCC1 polega
na tranzycji guaniny (G) adeniny (A) co skutkuje
zmiang aminokwasu Arg na Gln w pozycji 399 [25].
Osoby, u ktorych stwierdzono wystepowanie geno-
typu GA lub AA charakteryzowaty sie mniejszym
ryzykiem wystgpienia dziatan niepozadanych wy-
wotanych przez otéw. Z kolei w przypadku poli-
morfizmu rs1799782 polegajacym na zamianie cy-
tozyny (C) na tymine (T), nosiciele co najmniej jed-
nego allelu T (genotyp CT lub TT) odznaczali sie
wiekszg wrazliwoscia na otéw i wiekszym ryzykiem
wystgpienia dziatan niepozadanych [31]. W innym
badaniu, nie wykazano znamiennego wptywu poli-
morfizméw w genie XRCC1 (rs1799782, rs25487)
na poziom otowiu we krwi, czesto$¢ mutacji TCR,
obecnos$¢ mikrojader czy poziom uszkodzenh w DNA
mierzonych za pomocg testu kometowego [27].

XRCC3

XRCC3 (ang. X-ray repair cross-complementing 3)
jest genem, ktory bierze udzial w naprawie DNA
poprzez rekombinacje homologiczna. Gen ten zlo-
kalizowany jest w chromosomie 14 (14q32.3) [25].

Polimorfizm rs861539 spowodowany jest tran-
zycja cytozyny (C) do tyminy (T), co skutkuje sub-
stytucjg aminokwaséw (Thr214Met) [25]. Analiza
przeprowadzona w grupie 326 chinskich pracowni-
koéw eksponowanych zawodowo na otéw wykazata,
iz pracownicy z co najmniej jednym allelem T (ge-
notyp CT lub TT) charakteryzowali si¢ istotnie wy-
zszym poziomem otowiu we krwi w poréwnaniu
z homozygotami CC [32]. Odmienne wyniki uzys-
kano w pracy Garcia-Leston i wsp., w ktorej nie wy-
kazano zwigzku pomiedzy tym polimorfizmem,
a biomarkerami ekspozycji (poziom otowiu we krwi,
aktywno$¢ ALAD) oraz uszkodzeniami indukowa-
nymi przez otow [27].

PODSUMOWANIE

Metale ciezkie, takie jak otéw, moga prowadzic
do uszkodzenia DNA, biatek czy lipidow. Jednym
z istotnych mechanizméw dziatania otowiu jest in-
dukcja stresu oksydacyjnego. Organizmy wyksztat-
city szereg r6znych strategii obronnych przed jego
szkodliwym dziataniem, do ktorych zalicza sie sys-
temy naprawy uszkodzen DNA. Istotnym jest poz-
nanie polimorfizméw w genach naprawczych, ktore

moga wptywac na odpowiedZ organizmu na szkod-
liwe czynniki, m.in. otéw. W populacji os6b nara-
zonych Srodowiskowo badz zawodowo na otéw, zi-
dentyfikowano warianty polimorficzne genow
APE1, hOGG1, XRCC1, XRCC3, ktoére wydaja si¢
mie¢ zwigzek z poziomem uszkodzen, aczkolwiek
ze wzgledu na niesp6jnos¢ wynikéw uzyskanych
w r6znych pracach, zagadnienie to wymaga dalszych
badan.

Projekt zostat sfinansowany ze Srodkéw Narodowego Cen-
trum Nauki przyznanych na podstawie decyzji nr
2011/03/N/NZ7/05066
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