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Streszczenie

Dehydrataza kwasu 8-aminolewulinowego (ALAD)
jest enzymem bioracym udzial w biosyntezie hemu.
ALAD jest polimorficznym genem, ktory charakteryzuje
si¢ zrdznicowang czgstoscig wystgpowania w poszczegdl-
nych populacjach i grupach etnicznych.

Celem pracy byta ocena czgstosci wystgpowania trzech
wybranych polimorfizmdéw typu SNP (ang. single nucle-
otide polymorphism) genu dehydratazy kwasu d-aminole-
wulinowego: G/C (Lys68Asn) w eksonie 4 (rs 1800435),
A/G w intronie 3 (rs 8177800) oraz C/T (Tyr65Tyr) w eks-
onie 4 (rs 1139488) w populacji dzieci rasy kaukaskiej,
pochodzacych z Gérnego i Dolnego Slaska. W celu iden-
tyfikacji genotypow dokonano izolacji DNA z krwi zyl-
nej. Interesujace fragmenty genu AL AD zostaly zamplifi-
kowane w reakcji PCR (ang. polymerase chain reaction)
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z zastosowaniem odpowiednich dla kazdego miejsca poli-
morficznego sekwencji starterow i1 warunkow reakcji,
a nastgpnie poddane restrykcji odpowiednimi enzymami
(RFLP — ang. restriction fragment length polymorphism).
Polimorfizm rs 1800435 poddano takze analizie metoda
real-time PCR z zastosowaniem odpowiednich sekwencji
sond TaqMan.

Wyniki pracy wykazaly, iz czestosci poszczegdlnych
alleli i genotypow dla rs 1800435 i rs 1139488 dla anali-
zowanej populacji sa pordwnywalne z opisywanymi
w innych populacjach europejskich. Natomiast czgstosé
wystepowania rzadszego allelu A w rs 8177800 byta
dwukrotnie wyzsza niz w innych populacjach europej-
skich.

Stowa kluczowe: ofow, polimorfizmy genetyczne, dehy-
drataza kwasu delta-aminolewulinowego, PCR-RFLP
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Summary

Delta-aminolevulinic acid dehydratase (ALAD) is an
enzyme involved in heme biosynthesis pathway. ALAD is
a polymorphic gene which shows differences in the distri-
bution in different populations and ethnic groups.

The aim of this study was to estimate the frequency of
three SNP genetic polymorphisms in delta-aminolevuli-
nate dehydratase gene: G/C (Lys68Asn) in exon 4 (rs
1800435), A/G in intron 3 (rs 8177800) and C/T
(Tyr65Tyr) in exon 4 (rs 1139488) in caucasian population
of children from Upper and Lower Silesia. In order to
genotype identification, the genomic DNA was extracted
from venous blood. The interesting fragments of ALAD

gene was amplified in PCR (polymerase chain reaction)
reaction with appropriate primers and reaction condi-
tions and then the RFLP technique (restriction fragment
length polymorphism) was used. The rs 1800435 poly-
morphism was also analyzed with real-time PCR reaction
with TagMan probes.

The frequencies of the alleles and genotypes for rs
1800435 and rs 1139488 were similar to those reported in
other European populations. The frequency of minor
allel A for 8177800 was twofold higher then in other pop-
ulations.

Key words: lead, genetic polymorphisms, delta-aminole-
vulinic acid dehydratase, PCR-RFLP

Wstep

Rozwdj urbanizacji i uprzemystowienie sprawity,
iz zawartos¢ metali cigzkich takich jak rte¢, kadm
1 otow w srodowisku przyrodniczym (glebie, wodzie
1 powietrzu) tak niezwykle wzrosta, ze zaczela stwa-
rzac¢ zagrozenie dla prawidfowego rozwoju wszyst-
kich organizmoéw, w tym cztowieka. Otéw dostaje
si¢ do Srodowiska zarowno ze zrddel naturalnych
jak 1 antropogenicznych. Jest sktadnikiem skorupy
ziemskiej 1 dostaje si¢ do pokarmow oraz zasobow
wody. Jest absorbowany w duzej mierze przez wa-
rzywa liSciaste. Sa tereny zanieczyszczone, w kto-
rych w glebie oléw wystepuje w 90% jako PbS.
Zwigkszone stezenie ofowiu w glebie moze by¢ wy-
nikiem przetrwalego zanieczyszczenia spalinami
z benzyny ofowiowej, zanieczyszczenia odpadami
lub zwigzane z naturalnym sktadem skorupy ziem-
skiej. Do antropogenicznych zanieczyszczen oto-
wiem zaliczamy ofowiane rury w wodociagach, prze-
mysl, farby, materiaty budowlane, benzyng z dodat-
kiem tetraetylku ofowiu, spaliny samochodowe,
akumulatory, dym papierosowy (0,017-0,98 ug w pa-
pierosie), ceramike i szkto, amunicjg, akcesoria wed-
karskie 1 inne [1, 2].

Kontakt z jonami ofowiu w postaci par i pytu mo-
ze wywola¢ ofowice, czyli ostre lub przewlekte zatru-
cie. Poczatkowe objawy zatrucia ofowiem sg niespe-
cyficzne, co utrudnia postawienie rozpoznania,
zwlaszcza w przypadku narazenia srodowiskowego.
Przejawiajq si¢ utrata apetytu, ogdlnym ostabieniem
organizmu, bdlami glowy, nudnosciami. Przewleka-
jace si¢ zatrucie jonami ofowiu prowadzi do uszko-
dzenia nerek, uktadu nerwowego, krwiotworczego,
krwionos$nego, rozrodczego oraz watroby [3, 4].

Dzieci wchtaniaja z przewodu pokarmowego ok.
45-50% z otowiu, podczas gdy dorosli jedynie 10%.
Szczegdlna wrazliwos¢ dzieci na toksyczne dziata-
nie jonow otowiu wynika z wigkszego wchianiania,
co wynika ze specyficznych wzorcéow zachowania,

wolniejszej eliminacji z ustroju, wigkszego tempa
przemian metabolicznych, zwlaszcza w szybko roz-
wijajacym si¢ osrodkowym uktadzie nerwowym.
Badania z ostatnich lat pokazuja, ze nawet niskie
dawki ofowiu moga powadzi¢ do zaburzen rozwoju
umystowego dzieci, stwarzajac tym samym problem
z ustaleniem biologicznie bezpiecznego poziomu
otowiu we krwi.

Wrazliwo$¢ na toksyczne dziatanie otowiu zalezy
od wielu czynnikéw, w tym: wieku, stanu odzywie-
nia (konkurowanie z mikroelementami), zasobem
organizmu w wapn i zelazo oraz witaming D, rodza-
jem zwiazku otowiu (organiczny albo nieorganicz-
ny), stylu zycia, wykonywanego zawodu, srodowi-
ska 1 czynnikow genetycznych [1]. Otéw moze by¢
uwalniany z ko$ci w stanach nasilonego metaboli-
zmu, na przyktad w ciazy i moze wowczas wptywac
niekorzystnie na rozwdj ptodu.

Skutki zdrowotne zaréowno srodowiskowego jak
1 zawodowego narazenia na oléw sa osobniczo
zmienne 1 przypuszczalnie uwarunkowane interak-
cjami geny-srodowisko. W odniesieniu do populacji
eksponowanych na otow badania naukowe wykaza-
ly zmiennos$¢ zaobserwowanych efektéw zdrowot-
nych w zaleznosci od polimorfizmu genu dehydrata-
zy kwasu 8-aminolewulinowego (4LA4D) [5]. Dehy-
drataza kwasu 6-aminolewulinowego zwana row-
niez syntaza porfobilinogenu (E.C. 4.2.1.24) odpo-
wiedzialna jest za powstawanie kwasu &-aminole-
wulinowego podczas drugiego etapu biosyntezy he-
mu [6]. Otéw dziata jako inhibitor tego enzymu, co
prowadzi do gromadzenia si¢ kwasu aminolewuli-
nowego (ALA), ktory dziata genotoksycznie i neu-
rotoksycznie [7, 8].

Gen ALAD ma dtugos¢ 16 kpz i zlokalizowany
jest w chromosomie 9q34 (9). Gen ten wystgpuje
w polimorficznych wariantach. Najczesciej bada-
nym polimorfizmem w tym genie jest G177C, ktore-
go warianty okreslane sa jako: ALAD 11 ALAD 2
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[10]. Warunkuja one trzy formy izoenzymatyczne
tego genu lub tez przy badaniach technikag PCR-
RFLP (ang. polymerase chain reaction — restriction
fragment length polymorphism) trzy warianty geno-
typowe (ALAD 1-1, 1-2, 2-2). Polimorfizm G177C
polega na transwersji G/C w pozycji 177 regionu ko-
dujacego, co skutkuje podstawieniem asparaginy
w miejsce lizyny. U ludzi allel ALAD 2 wystepuje
z mniejsza czgstoscia (0-20%) niz allel ALAD 1 [7].

Allel ALAD 2 wywiera czgsciowo ochronny
efekt, co moze wynika¢ z mocniejszego wigzania
otowiu przez ten enzym, dzigki czemu metal ten wy-
stepuje w mniej dostgpnej biologicznie formie [5,
9-11]. Stad u o0séb z genotypem ALAD 1-2 lub
ALAD 2-2 narazonych na otow pomimo wystepo-
wania podwyzszonego poziomu otowiu we krwi,
stwierdza si¢ nizszy poziom ZPP i wyzszy hemoglo-
biny [4, 13, 14]. U 0s6b z genotypem ALAD 1-1 ob-
serwuje si¢ wyzszy o 30% poziom ALA w osoczu
w poréwnaniu do pozostatych genotypow [4].

Coraz wigksza ilo$¢ badan wskazuje na mozliwy
wplyw na toksycznos$¢ ofowiu innych, mniej dotych-
czas przebadanych miejsc polimorficznych w genie
ALAD [15, 16]. Obecnos¢ haplotypu Rsa39488/
ALAD 2-2 moze wywiera¢ ochronny efekt przed
toksycznym dziataniem ofowiu i wptywaé na funk-
cje neurobehawioralne [17].

Celem badan byta ocena czgstosci wystgpowania
polimorfizméw typu SNP (ang. single nucleotide po-
lymorphism) genu dehydratazy kwasu delta-amino-
lewulinowego: G/C (Lys59Asn) w eksonie 4
(dbSNP ID: rs 1800435), A/G w intronie 3 (dbSNP
ID: rs 8177800) oraz C/T (Tyr65Tyr) w eksonie 4
(dbSNP ID: rs 1139488) w populacji dzieci rasy
kaukaskiej, pochodzacych z Goérnego i Dolnego
Slaska.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowily probki krwi zylnej
pobrane od 7-letnich dzieci do probowek proznio-
wych Vacutainer zawierajacych KsEDTA. Przeba-
dano populacje faczng 85 dzieci dla SNP rs 1800435
i1s 8177800 oraz 195 dzieci dla SNP rs1139488.

Izolacja DNA

DNA izolowano z krwi pelnej mrozonej (200 ul)
za pomoca gotowych zestawow kolumnowych
DNA QIAmp Blood Mini Kit (QIAGEN) zgodnie
z zataczonym protokofem. Stgzenie wyizolowanego
DNA zostato oznaczone spektrofotometrycznie po-
przez pomiar absorpcji $wiatta UV przy dtugosci fa-
li 260 nm (Az60) 1 280 nm (A2g0). Na podstawie po-
miaréw spektrofotometrycznych dokonano rowniez
oceny czystosci otrzymanego DNA. Wyizolowane
DNA przetrzymywano w temperaturze —20° C.

Genotypowanie

Do badania polimorficznych wariantow genu
ALAD zastosowano metod¢ PCR-RFLP. Interesu-
jace fragmenty genu ALAD zostaly zamplifikowane
w reakcji PCR z zastosowaniem odpowiednich dla
kazdego miejsca polimorficznego sekwencji starte-
row 1 warunkow reakcji, a nastgpnie poddane inku-
bacji ze specyficznie dzialajacym enzymem restryk-
cyjnym. Wystapienie polimorfizmu w genie 4LAD
wprowadza lub znosi miejsce restrykcyjne rozpo-
znawane przez odpowiedni enzym.

Mieszanina reakcyjna wykorzystywana podczas
powielania fragmentéw genu ALAD dla rs 1800435
11s 8177800 o catkowitej objetosci DNA 12,5 ul za-
wierata: 50 ng DNA; 200 uM kazdego startera: for-
ward 5-AGACAGACATTAGCTCAGTA-3" i re-
verse 5-GGCAAAGACCACGTCCATTC-3" [12];
0,2 uM dNTPs, 1 x bufor PCR (750 mM Tris-HCI,
pH 8.8, 200 mM (NH4)2SO4, 0,1% Tween 20; Syn-
gen); 1,5 mM MgCl, 1 1,0 U polimerazy Taq (Silver-
Taq DNA Polymerase, Syngen). Reakcja PCR pro-
wadzona byta w termocyklerze DNA Engine Ther-
mal Cycler (Bio-Rad). Warunki reakcji PCR byty
nastgpujace: denaturacja wstgpna 94° C, 4 minuty;
35 cykli sktadajacych si¢ z denaturacji 94° C, 30 sek,
przytaczania starterow 61° C, 30 sek, wydiluzania
72° C, 30 sek; koncowe wydluzanie 72° C,
4 minuty. Produkt reakcji PCR (3 ul) zostal podda-
ny trawieniu enzymem restrykcyjnym Mspl (3U)
(MBI Fermentas), w temperaturze 37° C przez 16
godzin. Enzym ten rozpoznaje sekwencje znajduja-
ce si¢ doktadnie w miejscu polimorficznym warian-
tu C/C genu ALAD dla rs 1800435 i wariantu
G/G dla rs 8177800 (Tab. I). W celu analizy frag-
mentow uzyskanych po trawieniu enzymem restryk-
cyjnym przeprowadzono ich rozdzial elektrofore-
tyczny w 3% zelu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny (0,5 pug/ml). Zele odczytywane byly nieza-
leznie przez dwie osoby. Dla rs 1800435 w przypad-
ku wariantu C/C (ALAD 2-2) produkt PCR ulega
fragmentacji na odcinki o dtugosci 513, 158, 139, 71
1 36 pz, a wariant G/G (ALAD 1-1) na odcinki
o dilugosci 584, 158, 139 1 36 pz. Dla rs 8177800
w przypadku wariantu G/G produkt PCR ulega
fragmentacji na odcinki o dtugosci 584, 158, 139
1 36 pz, a wariant A/A na odcinki o diugosci 584,
2971 36 pz.

W reakcji PCR dla rs 1139488 mieszanina reak-
cyjna o catkowitej objetosci 12,5 ul zawierata: 50 ng
DNA; 200 uM dNTPs; 0,2 uM kazdego startera za-
projektowanego z wykorzystaniem programu Pri-
mer Select: forward 5-AGGAGCCTTCCACAGC-
CGAAT-3 i reverse S-CCTTCCTTTTTCTGTTT-
GTATTGGAGAC-3’; 1 x bufor PCR (750 mM
Tris-HCI, pH 8.8, 200 mM (NHy4)2SO4, 0,1% Tween
20; Syngen); 2,5 mM MgCl, i 1,0 U polimerazy Taq
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(SilverTaqg DNA Polymerase, Syngen). Reakcja
PCR prowadzona byta w termocyklerze DNA En-
gine Thermal Cycler (Bio-Rad). Warunki reakcji
PCR byly nastgpujace: denaturacja wstepna 94° C,
4 minuty; 35 cykli sktadajacych si¢ z denaturacji
94° C, 30 sek, przytaczania starterow 63° C, 30 sek,
wydtuzania 72° C, 30 sek; koncowe wydluzanie
72° C, 4 minuty. Produkt reakcji PCR (3 ul) zostat
poddany trawieniu enzymem restrykcyjnym Rsal
(3U) (MBI Fermentas), w temperaturze 37° C przez
16 godzin. Enzym ten rozpoznaje sekwencje znajdu-
jace si¢ w miejscu polimorficznym wariantu C/C ge-
nu ALAD (tab. I). W celu analizy fragmentéw uzy-
skanych po trawieniu enzymem restrykcyjnym prze-
prowadzono ich rozdziat elektroforetyczny w 3% ze-
lu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny
(0,5 pg/ml). Zele odczytywane byly niezaleznie
przez dwie osoby. W przypadku wariantu C/C pro-
dukt PCR ulega fragmentacji na odcinki o diugosci
4271112 pz, a wariant T/T pozostaje nienaruszony.

Tabela I. Charakterystyka badanych polimorfizméw.
Table 1. Characteristics of studied polymorphisms.

Ze wzgledu na niewielka roznice w dlugosci frag-
mentoéw pozwalajacych na identyfikacje wariantéw
ALAD 1-11 ALAD 2-2 oraz ograniczong rozdziel-
czo$¢ zelu agarozowego, badany polimorfizm rs
1800435 dodatkowo poddano analizie metoda real-
time PCR (PCR w czasie rzeczywistym) z sondami
TagMan.

Mieszanina reakcyjna o catkowitej objetosci
10 pl zawierata: 10 ng DNA; 1 x bufor IQ Supermix
(Bio-Rad); 0,9 uM kazdego startera: forward
STGCCTTCCTTCAACCCCTCTA-3" i reverse
5’CCAAGGGCCTCAGCATCTC-3’; 0,05 uM son-
dy 5’-Fam-TGTGAAGCGGCTGG-3’ dla wariantu
G10,05uM sondy 5’-Vic-TGTGAACCGGCTGG-%
dla wariantu C. Reakcja PCR prowadzona byta
w termocyklerze CFX96 Real Time PCR (Bio-Rad)
w nastgpujacych warunkach: 50 uC, 2 minuty, dena-
turacja wstgpna 95 puC, 10 minut; 40 cykli: denatu-
racja 95 uC, 15 sek, przytaczanie starterow 60 pC, 1
minuta, odczyt ptytki.

SNP/ Enrem Sekwencja Produkt PCR Dtugosci otrzymanych
polimorfizm ¥ rozpoznawana (pz) fragmentdw po restrykcji (pz)
rs1800435 GG: 584, 158, 139, 36
GIC Mspl CCGG o7 CC: 513,158, 139, 71, 36
rs 8177800 GG: 584, 158, 139, 36
AIG Mspl CCGG o1 AA: 584,297, 36
rs 1139488 CC: 424,222
CIT Rsal GTVAC 646 TT 646

Analiza statystyczna

W celu okreslenia rozktadu genotypow poszcze-
golnych polimorfizmow genu 4L AD okreslono cze-
stos¢ wystgpowania poszczegolnych alleli 1 genoty-
péw. Rejestrowana liczba kazdego z genotypow by-
fa porownywana z oczekiwang na podstawie prawa
Hardy’ego-Weinberga z uzyciem testu x2. Wartos¢
p <0,05 przyjeto za istotng statystycznie.

Wyniki

Uzyskane wyniki genotypowania dla trzech ba-
danych polimorfizméw metoda PCR-RFLP przed-
stawiono na ryc. 11 2.

Rozktady genotypdw i alleli dla polimorfizméw
rs 1800435, rs 8177800 oraz rs 1139488 w genie
ALAD zostaly przedstawione w tabeli II.

Wsrdd badanych polimorfizméw tylko rs 1139488
wykazuje czesto$¢ alleli zgodng z prawem Har-

dy’ego-Weinberga. W dwoch pozostatych przypad-
kach wartosci obserwowane 1 oczekiwane nie sg
w réwnowadze genetycznej Hardy’ego-Weinberga,
co moze wynikac z faktu, iz przebadano zbyt mata
populacje.

W badanej populacji na podstawie analizy, tech-
nika PCR-RFLP enzymem Mspl, wykryto jedna
homozygote CC. W analizie z zastosowaniem son-
dy Tagman metoda real-time PCR wynik ten po-
twierdzit si¢, ale zidentyfikowano réwniez druga
homozygot¢ CC, ktéra w analizie RFLP zostata
oceniona jako homozygota GG. Metoda real-time
PCR z zastosowaniem sondy Tagman zgodnie
z przewidywaniami, okazata si¢ by¢ bardziej czuta
1 specyficzna w identyfikacji genotypdw, co mozna
ttumaczy¢ m.in. mozliwa modyfikacja zasad
w miejscu restrykcji, ktore moze wplyna¢ na zafat-
szowanie wynikow w tradycyjnej metodzie PCR-
RFLP.
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Sciezka: 1,2,3,4,6,7,8,12,13,14 heterozygota CT; 5,11,15 homozygota CC; 9,10 homozygota TT; 16 marker wielkosci 100 pz
line: 1,2,3,4,6,7,8,12,13,14 CT heterozygote; 5,11,15 CC homozygote; 9,10 TT homozygote ; 16 100 bp DNA ladder

Rycina 1. FElektroforetyczny obraz trawienia enzymem restrykcyjnym Rsal fragmentu genu ALAD
(rs1139488).
Figure 1. Band pattern of electrophoresis after Rsal restriction of ALAD gene PCR product (rs1139488)
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400
297 pz
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rs1800435 — sciezka: 1,2,4,5,6,7,9,10,11,12,13,14 homozygota GG (ALAD 1-1); 3 homozygota CC (ALAD 2-2); 8 heterozy-

gota GC (ALAD 1-2); 16 marker wielkosci 100 pz
rs8177800 — sciezka: 1,2,3,4,5,6,8,10,11 homozygota GG; 7,9,13 homozygota AA; 12,13 heterozygota GA; 16 marker wielko-
sci 100 pz

rs1800435 — line: 1,2,4,5,6,7,9,10,11,12,13,14 GG homozygote (ALAD 1-1); 3 CC homozygote (ALAD 2-2); 8 GC heterozy-
gote (ALAD 1-2); 16 100 bp DNA ladder

rs8177800 — line: 1,2,3,4,5,6,8,10,11 GG homozygote ; 7,9,13 AA homozygote; 12,13 GA heterozygote; 16 100 bp DNA lad-
der

Rycina 2. Elektroforetyczny obraz trawienia enzymem restrykcyjnym Mspl fragmentu genu ALAD
(rs1800435 1 rs 8177800).

Figure 2. Band pattern of electrophoresis after Mspl restriction of ALAD gene PCR product (rs1800435
and rs 8177800).
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Tabela I1. Rozkfad genotypow oraz czgstos¢ alleli dla polimorfizmu rs 1800435, rs 8177800, rs 1139488.
Table II. Distribution of genotypes and allels frequency in rs 1800435, rs 8177800, rs 1139488 polymor-

phisms.
N Czestose N Czestosé
SNP Genotyp (obserwowane) genotypu (oczekiwane) allelu

G/G 75 0,89 73,4 G: 0,93 C:0,07
rs18004335 GIC 8 0,09 11,2 X2=6,793

Cc/C 2 0,02 0,4 p=0,009

G/G 71 0,84 65,3 G: 0,88 A:0,12
rs8177800 GIA 7 0,08 18,4 X2=132,64

A/A 7 0,08 1,3 p=0,000

T/T 59 0,30 60,9 T:0,56 C:0,44
rs1139488 T/C 100 0,51 96,1 x2=0,314

Cc/C 36 0,18 37,9 p=0,57
Dyskusja nictwa wskazuje, ze polimorfizm ten nie byt dotad

Znanych jest wiele polimorfizmdéw w genie dehy-
dratazy kwasu 8-aminolewulinowego, ktore wyste-
puja z rézna czgstoscia w poszczegolnych grupach
etnicznych. Obecnie w bazie danych NCBI (ang.
National Center for Biotechnology Information)
znajduje si¢ 219 polimorfizmow typu SNP w ludz-
kim genie ALAD [18]. W niniejszej pracy oceniono
czestos¢ wystgpowania trzech wybranych polimorfi-
zmow (rs 1800435, rs 8177800, rs 1139488) w popu-
lacji dzieci rasy kaukaskie;j.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze czgstosci poszcze-
gblnych alleli i genotypow sa porownywalne z opi-
sywanymi w innych populacjach europejskich (tab.
IIT) dostgpnych w bazie danych NCBI. Jedynie czg-
stos¢ wystgpowania rzadszego allelu A w rs 8177800
jest dwukrotnie wyzsza niz w innych populacjach
europejskich, gdzie wynosi 0,058. Analiza pismien-

szeroko badany. Zgodnie z danymi zamieszczonymi
w bazie NCBI genotyp A/A spotykany jest wylacz-
nie wsrod europejczykow. W populacji afrykanskiej
oraz azjatyckiej czestos¢ allelu A jest bliska zeru, je-
dynie w populacji Chinczykow wynosi 0,011.

Dla polimorfizmu rs 1139488 uzyskany rozktad
genotypow 1 czestosci alleli jest zgodny z danymi
pochodzacymi z migdzynarodowego projektu Hap-
Map. Podobne wyniki uzyskano rowniez w bada-
niach prowadzonych wsrdéd rumunskich kobiet,
gdzie czgstos¢ rzadszego allelu C wyniosta 0,41 [15].
Zblizony rozktad czestosci poszczegdlnych alleli
(T - 0,58, C - 0,42) zostat stwierdzony w populacji
323 wietnamskich pracownikow, narazonych zawo-
dowo na otow, u ktdrych stwierdzono istnienie ko-
relacji miedzy genotypem i poziomem ofowiu we
krwi [16].

Tabela I11. Porownanie czegstosci wystegpowania alleli w réznych populacjach.
Table III. Comparison of allels frequency in different populations.

SNP Badana populacja (poi?fxafﬁiigska) Eg]i)lzzl(;
rs1800435 0G,93 507 0G’933 (?,067 ()G,946 5,054
rs8177800 0G,88 0A,12 0G,942 (?,058 ()G,953 OA,047
rs1139488 0T,56 (i 44 5,517 (?,483 0T,698 5,302
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Do najczgsciej badanych i szeroko opisywanych
polimorfizméw genu ALAD nalezy polimorfizm
G177C (rs 1800435). Czestosc allelu ALAD 2 odno-
towana w Europie we wczesniejszych badaniach wa-
ha si¢ od 0,05 do 0,11 (19-23). Otrzymany w pre-
zentowanej pracy rozktad czestosci alleli ALAD 1
(0,93)1 ALAD 2 (0,07) jest zgodny z danymi odno-
szacymi si¢ do innych populacji europejskich, jak
réwniez z globalnym rozktadem dla tego polimorfi-
zmu (populacja PDR90, tab. V). W uprzednio pro-
wadzonych badaniach wsrdd dzieci na terenie Pol-
ski zaobserwowane czgstosci allelu ALAD 2 wyno-
sity 0,06 [21]1 0,10 [24].

Zgodnie z wezesniejszymi badaniami u ludzi allel
ALAD 2 wystgpuje z mniejsza czestoscia (5-20%
w populacji kaukaskiej, 3—11% w populacji azjatyc-
kiej, 3% w populacji afroamerykanskiej) niz allel
ALAD 1 [7, 22]. Rzadszy allel jest najbardziej roz-
powszechniony w populacji Zydéw aszkenazyj-
skich, gdzie wynosi 0,20 [25].

Fujihara 1 wsp. [26] wykazali, ze w populacji
afrykanskiej allel ALAD 2 nie wystgpuje, a czgstosé
tego allelu w populacji kaukaskiej i azjatyckiej mo-
ze by¢ rowna. Na czestos¢ wystgpowania poszcze-
gblnych alleli w populacji moga mie¢ wplyw czynni-
ki srodowiskowe, takie jak otow. Diugotrwata eks-
pozycja na otéw moze prowadzi¢c do zwigkszenia
czestosci allelu ALAD 2, ktéry znany jest ze swego
protekcyjnego dziatania [27]. Duza czgsto$¢ rzad-
szego allelu wsrod Wtochow, Hiszpandw, a takze
Izraelczykéw 1 Turkéw moze by¢ wynikiem ekspo-
zycji na otdow zwiazanej z obecnoscia na tych tere-
nach juz w czasach starozytnych kopalni otowiu
[26]. Wykazano réwniez, iz rozpowszechnienie alleli
genu ALAD jest rozne wsrod biatych i czarnych lu-
dzi, niezaleznie od ich geograficznego pochodzenia
[28].

Powszechnie wiadomo, ze istnieje duza zmien-
nos¢ osobnicza w odpowiedzi na czynniki $Srodowi-
skowe. W zwiazku z tym coraz czgsciej zwraca si¢
uwagg na interakcje gendw ze srodowiskiem. Istnie-
nie polimorfizméw genu ALAD rozpowszechnio-
nych w populacji ludzkiej, jak réwniez stwierdzenie
hamujacego dziatania ofowiu na ten enzym pozwa-
la na wykorzystanie tych polimorfizmdéw jako bio-
markerdw wrazliwosci osobniczej na otow. Biomar-
kery indywidualnej wrazliwosci umozliwiaja pozna-
nie profilu genetycznego populacji oraz zidentyfiko-
wanie 0soOb szczegdlnie narazonych na negatywny
wplyw czynnikow srodowiskowych, takich jak otow.

Whioski

1. Czgstosci poszczegolnych alleli 1 genotypow
dla polimorfizmu rs1800435 i rs1139488 okreslone
dla analizowanych populacji byly porownywalne
z opisywanymi w innych populacjach europejskich.

2. Czestos¢ wystgpowania rzadszego allelu
A w s 8177800 byta dwukrotnie wigksza niz w in-
nych populacjach europejskich.

3. Metoda real-time PCR z sondami Tagman jest
bardziej czuta i specyficzna w wykrywaniu genoty-
pOw.
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