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Streszczenie
Dehydrataza kwasu δ-aminolewulinowego (ALAD)

jest enzymem bioràcym udzia∏ w biosyntezie hemu.
ALAD jest polimorficznym genem, który charakteryzuje
si´ zró˝nicowanà cz´stoÊcià wyst´powania w poszczegól-
nych populacjach i grupach etnicznych. 

Celem pracy by∏a ocena cz´stoÊci wyst´powania trzech
wybranych polimorfizmów typu SNP (ang. single nucle-
otide polymorphism) genu dehydratazy kwasu δ-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,
pochodzàcych z Górnego i Dolnego Âlàska. W celu iden-
tyfikacji genotypów dokonano izolacji DNA z krwi ˝yl-
nej. Interesujàce fragmenty genu ALAD zosta∏y zamplifi-
kowane w reakcji PCR (ang. polymerase chain reaction)

z zastosowaniem odpowiednich dla ka˝dego miejsca poli-
morficznego sekwencji starterów i warunków reakcji,
a nast´pnie poddane restrykcji odpowiednimi enzymami
(RFLP – ang. restriction fragment length polymorphism).
Polimorfizm rs 1800435 poddano tak˝e analizie metodà
real-time PCR z zastosowaniem odpowiednich sekwencji
sond TaqMan.

Wyniki pracy wykaza∏y, i˝ cz´stoÊci poszczególnych
alleli i genotypów dla rs 1800435 i rs 1139488 dla anali-
zowanej populacji sà porównywalne z opisywanymi
w innych populacjach europejskich. Natomiast cz´stoÊç
wyst´powania rzadszego allelu A w rs 8177800 by∏a
dwukrotnie wy˝sza ni˝ w innych populacjach europej-
skich.

S∏owa kluczowe: o∏ów, 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 TaqMan 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

Wst´p
Rozwój urbanizacji i uprzemys∏owienie sprawi∏y,

i˝ zawartoÊç metali ci´˝kich takich jak rt´ç, kadm
i o∏ów w Êrodowisku przyrodniczym (glebie, wodzie
i powietrzu) tak niezwykle wzros∏a, ˝e zacz´∏a stwa-
rzaç zagro˝enie dla prawid∏owego rozwoju wszyst-
kich organizmów, w tym cz∏owieka. O∏ów dostaje
si´ do Êrodowiska zarówno ze êróde∏ naturalnych
jak i antropogenicznych. Jest sk∏adnikiem skorupy
ziemskiej i dostaje si´ do pokarmów oraz zasobów
wody. Jest absorbowany w du˝ej mierze przez wa-
rzywa liÊciaste. Sà tereny zanieczyszczone, w któ-
rych w glebie o∏ów wyst´puje w 90% jako PbS.
Zwi´kszone st´˝enie o∏owiu w glebie mo˝e byç wy-
nikiem przetrwa∏ego zanieczyszczenia spalinami
z benzyny o∏owiowej, zanieczyszczenia odpadami
lub zwiàzane z naturalnym sk∏adem skorupy ziem-
skiej. Do antropogenicznych zanieczyszczeƒ o∏o-
wiem zaliczamy o∏owiane rury w wodociàgach, prze-
mys∏, farby, materia∏y budowlane, benzyn´ z dodat-
kiem tetraetylku o∏owiu, spaliny samochodowe,
akumulatory, dym papierosowy (0,017-0,98 µg w pa-
pierosie), ceramik´ i szk∏o, amunicj ,́ akcesoria w´d-
karskie i inne [1, 2].

Kontakt z jonami o∏owiu w postaci par i py∏u mo-
˝e wywo∏aç o∏owic ,́ czyli ostre lub przewlek∏e zatru-
cie. Poczàtkowe objawy zatrucia o∏owiem sà niespe-
cyficzne, co utrudnia postawienie rozpoznania,
zw∏aszcza w przypadku nara˝enia Êrodowiskowego.
Przejawiajà si´ utratà apetytu, ogólnym os∏abieniem
organizmu, bólami g∏owy, nudnoÊciami. Przewleka-
jàce si´ zatrucie jonami o∏owiu prowadzi do uszko-
dzenia nerek, uk∏adu nerwowego, krwiotwórczego,
krwionoÊnego, rozrodczego oraz wàtroby [3, 4]. 

Dzieci wch∏aniajà z przewodu pokarmowego ok.
45–50% z o∏owiu, podczas gdy doroÊli jedynie 10%.
Szczególna wra˝liwoÊç dzieci na toksyczne dzia∏a-
nie jonów o∏owiu wynika z wi´kszego wch∏aniania,
co wynika ze specyficznych wzorców zachowania,

wolniejszej eliminacji z ustroju, wi´kszego tempa
przemian metabolicznych, zw∏aszcza w szybko roz-
wijajàcym si´ oÊrodkowym uk∏adzie nerwowym.
Badania z ostatnich lat pokazujà, ˝e nawet niskie
dawki o∏owiu mogà powadziç do zaburzeƒ rozwoju
umys∏owego dzieci, stwarzajàc tym samym problem
z ustaleniem biologicznie bezpiecznego poziomu
o∏owiu we krwi.

Wra˝liwoÊç na toksyczne dzia∏anie o∏owiu zale˝y
od wielu czynników, w tym: wieku, stanu od˝ywie-
nia (konkurowanie z mikroelementami), zasobem
organizmu w wapƒ i ˝elazo oraz witamin´ D, rodza-
jem zwiàzku o∏owiu (organiczny albo nieorganicz-
ny), stylu ˝ycia, wykonywanego zawodu, Êrodowi-
ska i czynników genetycznych [1]. O∏ów mo˝e byç
uwalniany z koÊci w stanach nasilonego metaboli-
zmu, na przyk∏ad w cià˝y i mo˝e wówczas wp∏ywaç
niekorzystnie na rozwój p∏odu. 

Skutki zdrowotne zarówno Êrodowiskowego jak
i zawodowego nara˝enia na o∏ów sà osobniczo
zmienne i przypuszczalnie uwarunkowane interak-
cjami geny-Êrodowisko. W odniesieniu do populacji
eksponowanych na o∏ów badania naukowe wykaza-
∏y zmiennoÊç zaobserwowanych efektów zdrowot-
nych w zale˝noÊci od polimorfizmu genu dehydrata-
zy kwasu δ-aminolewulinowego (ALAD) [5]. Dehy-
drataza kwasu δ-aminolewulinowego zwana rów-
nie˝ syntazà porfobilinogenu (E.C. 4.2.1.24) odpo-
wiedzialna jest za powstawanie kwasu δ-aminole-
wulinowego podczas drugiego etapu biosyntezy he-
mu [6]. O∏ów dzia∏a jako inhibitor tego enzymu, co
prowadzi do gromadzenia si´ kwasu aminolewuli-
nowego (ALA), który dzia∏a genotoksycznie i neu-
rotoksycznie [7, 8].

Gen ALAD ma d∏ugoÊç 16 kpz i zlokalizowany
jest w chromosomie 9q34 (9). Gen ten wyst´puje
w polimorficznych wariantach. Najcz´Êciej bada-
nym polimorfizmem w tym genie jest G177C, które-
go warianty okreÊlane sà jako: ALAD 1 i ALAD 2
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[10]. Warunkujà one trzy formy izoenzymatyczne
tego genu lub te˝ przy badaniach technikà 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-
dujàcego, co skutkuje podstawieniem asparaginy
w miejsce lizyny. U ludzi allel ALAD 2 wyst´puje
z mniejszà cz´stoÊcià (0–20%) ni˝ allel ALAD 1 [7].

Allel ALAD 2 wywiera cz´Êciowo ochronny
efekt, co mo˝e wynikaç z mocniejszego wiàzania
o∏owiu przez ten enzym, dzi´ki czemu metal ten wy-
st´puje w mniej dost´pnej biologicznie formie [5,
9–11]. Stàd u osób z genotypem ALAD 1-2 lub
ALAD 2-2 nara˝onych na o∏ów pomimo wyst´po-
wania podwy˝szonego poziomu o∏owiu we krwi,
stwierdza si´ ni˝szy poziom ZPP i wy˝szy hemoglo-
biny [4, 13, 14]. U osób z genotypem ALAD 1-1 ob-
serwuje si´ wy˝szy o 30% poziom ALA w osoczu
w porównaniu do pozosta∏ych genotypów [4].

Coraz wi´ksza iloÊç badaƒ wskazuje na mo˝liwy
wp∏yw na toksycznoÊç o∏owiu innych, mniej dotych-
czas przebadanych miejsc polimorficznych w genie
ALAD [15, 16]. ObecnoÊç haplotypu Rsa39488/
ALAD 2-2 mo˝e wywieraç ochronny efekt przed
toksycznym dzia∏aniem o∏owiu i wp∏ywaç na funk-
cje neurobehawioralne [17].

Celem badaƒ by∏a ocena cz´stoÊci wyst´powania
polimorfizmów 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, pochodzàcych z Górnego i Dolnego
Âlàska. 

Materia∏ i metody
Materia∏ do badaƒ stanowi∏y próbki krwi ˝ylnej

pobrane od 7-letnich dzieci do probówek pró˝nio-
wych Vacutainer zawierajàcych K3EDTA. Przeba-
dano populacj´ ∏àcznà 85 dzieci dla SNP rs 1800435
i rs 8177800 oraz 195 dzieci dla SNP rs1139488.

Izolacja DNA

DNA izolowano z krwi pe∏nej mro˝onej (200 µl)
za pomocà gotowych zestawów kolumnowych
DNA QIAmp Blood Mini Kit (QIAGEN) zgodnie
z za∏àczonym protoko∏em. St´˝enie wyizolowanego
DNA zosta∏o oznaczone spektrofotometrycznie po-
przez pomiar absorpcji Êwiat∏a UV przy d∏ugoÊci fa-
li 260 nm (A260) i 280 nm (A280). Na podstawie po-
miarów spektrofotometrycznych dokonano równie˝
oceny czystoÊci otrzymanego DNA. Wyizolowane
DNA przetrzymywano w temperaturze 120° C.

Genotypowanie
Do badania polimorficznych wariantów genu

ALAD zastosowano metod´ PCR-RFLP. Interesu-
jàce fragmenty genu ALAD zosta∏y zamplifikowane
w reakcji PCR z zastosowaniem odpowiednich dla
ka˝dego miejsca polimorficznego sekwencji starte-
rów i warunków reakcji, a nast´pnie poddane inku-
bacji ze specyficznie dzia∏ajàcym enzymem restryk-
cyjnym. Wystàpienie polimorfizmu w genie ALAD
wprowadza lub znosi miejsce restrykcyjne rozpo-
znawane przez odpowiedni enzym. 

Mieszanina reakcyjna wykorzystywana podczas
powielania fragmentów genu ALAD dla rs 1800435
i rs 8177800 o ca∏kowitej obj´toÊci DNA 12,5 µl za-
wiera∏a: 50 ng DNA; 200 µM ka˝dego startera: for-
ward 5’-AGACAGACATTAGCTCAGTA-3’ i re-
verse 5’-GGCAAAGACCACGTCCATTC-3’ [12];
0,2 µM dNTPs, 1 x bufor PCR (750 mM Tris-HCl,
pH 8,8, 200 mM (NH4)2SO4, 0,1% Tween 20; Syn-
gen); 1,5 mM MgCl2 i 1,0 U polimerazy Taq (Silver-
Taq DNA Polymerase, Syngen). Reakcja PCR pro-
wadzona by∏a w termocyklerze DNA Engine Ther-
mal Cycler (Bio-Rad). Warunki reakcji PCR by∏y
nast´pujàce: denaturacja wst´pna 94° C, 4 minuty;
35 cykli sk∏adajàcych si´ z denaturacji 94° C, 30 sek,
przy∏àczania starterów 61° C, 30 sek, wyd∏u˝ania
72° C, 30 sek; koƒcowe wyd∏u˝anie 72° C, 
4 minuty. Produkt reakcji PCR (3 µl) zosta∏ podda-
ny trawieniu enzymem restrykcyjnym MspI (3U)
(MBI Fermentas), w temperaturze 37° C przez 16
godzin. Enzym ten rozpoznaje sekwencje znajdujà-
ce si´ dok∏adnie 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-
mentów uzyskanych po trawieniu enzymem restryk-
cyjnym przeprowadzono ich rozdzia∏ elektrofore-
tyczny w 3% ˝elu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny (0,5 µg/ml). ˚ele odczytywane by∏y nieza-
le˝nie przez dwie osoby. Dla rs 1800435 w przypad-
ku wariantu C/C (ALAD 2-2) produkt PCR ulega
fragmentacji na odcinki o d∏ugoÊci 513, 158, 139, 71
i 36 pz, a wariant G/G (ALAD 1-1) na odcinki
o d∏ugoÊci 584, 158, 139 i 36 pz. Dla rs 8177800
w przypadku wariantu G/G produkt PCR ulega
fragmentacji na odcinki o d∏ugoÊci 584, 158, 139
i 36 pz, a wariant A/A na odcinki o d∏ugoÊci 584,
297 i 36 pz.

W reakcji PCR dla rs 1139488 mieszanina reak-
cyjna o ca∏kowitej obj´toÊci 12,5 µl zawiera∏a: 50 ng
DNA; 200 µM dNTPs; 0,2 µM ka˝dego startera za-
projektowanego z wykorzystaniem programu Pri-
mer Select: forward 5’-AGGAGCCTTCCACAGC-
CGAAT-3’ i reverse 5’-CCTTCCTTTTTCTGTTT-
GTATTGGAGAC-3’; 1 x bufor PCR (750 mM
Tris-HCl, pH 8,8, 200 mM (NH4)2SO4, 0,1% Tween
20; Syngen); 2,5 mM MgCl2 i 1,0 U polimerazy Taq



Analiza statystyczna

W celu okreÊlenia rozk∏adu genotypów poszcze-
gólnych polimorfizmów genu ALAD okreÊlono cz´-
stoÊç wyst´powania poszczególnych alleli i genoty-
pów. Rejestrowana liczba ka˝dego z genotypów by-
∏a porównywana z oczekiwanà na podstawie prawa
Hardy’ego-Weinberga z u˝yciem testu x2. WartoÊç
p*0,05 przyj´to za istotnà statystycznie.

Wyniki
Uzyskane wyniki genotypowania dla trzech ba-

danych polimorfizmów metodà PCR-RFLP przed-
stawiono na ryc. 1 i 2. 

Rozk∏ady genotypów i alleli dla polimorfizmów
rs 1800435, rs 8177800 oraz rs 1139488 w genie
ALAD zosta∏y przedstawione w tabeli II.

WÊród badanych polimorfizmów tylko rs 1139488
wykazuje cz´stoÊç alleli zgodnà z prawem Har-

dy’ego-Weinberga. W dwóch pozosta∏ych przypad-
kach wartoÊci obserwowane i oczekiwane nie sà
w równowadze genetycznej Hardy’ego-Weinberga,
co mo˝e wynikaç z faktu, i˝ przebadano zbyt ma∏à
populacj .́

W badanej populacji na podstawie analizy, tech-
nikà PCR-RFLP enzymem MspI, wykryto jednà
homozygot´ CC. W analizie z zastosowaniem son-
dy Taqman metodà real-time PCR wynik ten po-
twierdzi∏ si ,́ ale zidentyfikowano równie˝ drugà
homozygot´ CC, która w analizie RFLP zosta∏a
oceniona jako homozygota GG. Metoda real-time
PCR z zastosowaniem sondy Taqman zgodnie
z przewidywaniami, okaza∏a si´ byç bardziej czu∏a
i specyficzna w identyfikacji genotypów, co mo˝na
t∏umaczyç m.in. mo˝liwà modyfikacjà zasad
w miejscu restrykcji, które mo˝e wp∏ynàç na zafa∏-
szowanie wyników w tradycyjnej metodzie PCR-
RFLP. 
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(SilverTaq DNA Polymerase, Syngen). Reakcja
PCR prowadzona by∏a w termocyklerze DNA En-
gine Thermal Cycler (Bio-Rad). Warunki reakcji
PCR by∏y nast´pujàce: denaturacja wst´pna 94° C,
4 minuty; 35 cykli sk∏adajàcych si´ z denaturacji 
94° C, 30 sek, przy∏àczania starterów 63° C, 30 sek,
wyd∏u˝ania 72° C, 30 sek; koƒcowe wyd∏u˝anie 
72° C, 4 minuty. Produkt reakcji PCR (3 µl) zosta∏
poddany trawieniu enzymem restrykcyjnym RsaI
(3U) (MBI Fermentas), w temperaturze 37° C przez
16 godzin. Enzym ten rozpoznaje sekwencje znajdu-
jàce si´ w miejscu polimorficznym wariantu C/C ge-
nu ALAD (tab. I). W celu analizy fragmentów uzy-
skanych po trawieniu enzymem restrykcyjnym prze-
prowadzono ich rozdzia∏ elektroforetyczny w 3% ˝e-
lu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny 
(0,5 µg/ml). ˚ele odczytywane by∏y niezale˝nie
przez dwie osoby. W przypadku wariantu C/C pro-
dukt PCR ulega fragmentacji na odcinki o d∏ugoÊci
427 i 112 pz, a wariant T/T pozostaje nienaruszony.

Ze wzgl´du na niewielkà ró˝nic´ w d∏ugoÊci frag-
mentów pozwalajàcych na identyfikacj´ wariantów
ALAD 1-1 i ALAD 2-2 oraz ograniczonà rozdziel-
czoÊç ˝elu agarozowego, badany polimorfizm rs
1800435 dodatkowo poddano analizie metodà real-
time PCR (PCR w czasie rzeczywistym) z sondami
TaqMan. 

Mieszanina reakcyjna o ca∏kowitej obj´toÊci
10 µl zawiera∏a: 10 ng DNA; 1 x bufor IQ Supermix
(Bio-Rad); 0,9 µM ka˝dego startera: forward
5’TGCCTTCCTTCAACCCCTCTA-3’ i reverse
5’CCAAGGGCCTCAGCATCTC-3’; 0,05 µM son-
dy 5’-Fam-TGTGAAGCGGCTGG-3’ dla wariantu
G i 0,05 µM sondy 5’-Vic-TGTGAACCGGCTGG-3’
dla wariantu C. Reakcja PCR prowadzona by∏a
w termocyklerze CFX96 Real Time PCR (Bio-Rad)
w nast´pujàcych warunkach: 50 µC, 2 minuty, dena-
turacja wst´pna 95 µC, 10 minut; 40 cykli: denatu-
racja 95 µC, 15 sek, przy∏àczanie starterów 60 µC, 1
minuta, odczyt p∏ytki. 

Tabela I. Charakterystyka badanych polimorfizmów.
Table I. Characteristics of studied polymorphisms.

SNP/
Enzym

Sekwencja Produkt PCR D∏ugoÊci otrzymanych
polimorfizm rozpoznawana (pz) fragmentów po restrykcji (pz)

rs1800435
MspI C↓CGG 917

GG: 584, 158, 139, 36
G/C CC: 513, 158, 139, 71, 36

rs 8177800
MspI C↓CGG 917

GG: 584, 158, 139, 36
A/G AA: 584, 297, 36

rs 1139488
RsaI GT↓AC 646

CC: 424, 222
C/T TT: 646



Medycyna Ârodowiskowa / Environmental Medicine 2010; 13 (1)56

Êcie˝ka: 1,2,3,4,6,7,8,12,13,14 heterozygota CT; 5,11,15 homozygota CC; 9,10 homozygota TT; 16 marker wielkoÊci 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. Elektroforetyczny obraz trawienia enzymem restrykcyjnym RsaI fragmentu genu ALAD
(rs1139488).

Figure 1. Band pattern of electrophoresis after RsaI restriction of ALAD gene PCR product (rs1139488) 

rs1800435 – Êcie˝ka: 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 wielkoÊci 100 pz
rs8177800 – Êcie˝ka: 1,2,3,4,5,6,8,10,11 homozygota GG; 7,9,13 homozygota AA; 12,13 heterozygota GA; 16 marker wielko-
Êci 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 MspI fragmentu genu ALAD
(rs1800435 i rs 8177800).

Figure 2. Band pattern of electrophoresis after MspI restriction of ALAD gene PCR product (rs1800435
and rs 8177800).
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Dyskusja
Znanych jest wiele polimorfizmów w genie dehy-

dratazy kwasu d-aminolewulinowego, które wyst´-
pujà z ró˝nà cz´stoÊcià w poszczególnych grupach
etnicznych. Obecnie w bazie danych NCBI (ang.
National Center for Biotechnology Information)
znajduje si´ 219 polimorfizmów typu SNP w ludz-
kim genie ALAD [18]. W niniejszej pracy oceniono
cz´stoÊç wyst´powania trzech wybranych polimorfi-
zmów (rs 1800435, rs 8177800, rs 1139488) w popu-
lacji dzieci rasy kaukaskiej. 

Uzyskane wyniki wykaza∏y, ˝e cz´stoÊci poszcze-
gólnych alleli i genotypów sà porównywalne z opi-
sywanymi w innych populacjach europejskich (tab.
III) dost´pnych w bazie danych NCBI. Jedynie cz´-
stoÊç wyst´powania rzadszego allelu A w rs 8177800
jest dwukrotnie wy˝sza ni˝ w innych populacjach
europejskich, gdzie wynosi 0,058. Analiza piÊmien-

nictwa wskazuje, ˝e polimorfizm ten nie by∏ dotàd
szeroko badany. Zgodnie z danymi zamieszczonymi
w bazie NCBI genotyp A/A spotykany jest wy∏àcz-
nie wÊród europejczyków. W populacji afrykaƒskiej
oraz azjatyckiej cz´stoÊç allelu A jest bliska zeru, je-
dynie w populacji Chiƒczyków wynosi 0,011. 

Dla polimorfizmu rs 1139488 uzyskany rozk∏ad
genotypów i cz´stoÊci alleli jest zgodny z danymi
pochodzàcymi z mi´dzynarodowego projektu Hap-
Map. Podobne wyniki uzyskano równie˝ w bada-
niach prowadzonych wÊród rumuƒskich kobiet,
gdzie cz´stoÊç rzadszego allelu C wynios∏a 0,41 [15].
Zbli˝ony rozk∏ad cz´stoÊci poszczególnych alleli
(T – 0,58, C – 0,42) zosta∏ stwierdzony w populacji
323 wietnamskich pracowników, nara˝onych zawo-
dowo na o∏ów, u których stwierdzono istnienie ko-
relacji mi´dzy genotypem i poziomem o∏owiu we
krwi [16].

Tabela II. Rozk∏ad genotypów oraz cz´stoÊç 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.

SNP Genotyp
N Cz´stoÊç N CzestoÊç

(obserwowane) genotypu (oczekiwane) allelu

G/G 75 0,89 73,4 G: 0,93 C: 0,07

rs1800435
G/C 8 0,09 11,2 x246,793
C/C 2 0,02 0,4 p40,009

G/G 71 0,84 65,3 G: 0,88 A: 0,12

rs8177800
G/A 7 0,08 18,4 x2432,64
A/A 7 0,08 1,3 p40,000

T/T 59 0,30 60,9 T: 0,56 C: 0,44

rs1139488
T/C 100 0,51 96,1 x240,314
C/C 36 0,18 37,9 p40,57

Tabela III. Porównanie cz´stoÊci wyst´powania alleli w ró˝nych populacjach.
Table III. Comparison of allels frequency in different populations.

SNP Badana populacja
HapMap-CEU PDR90

(populacja europejska) (global)

rs1800435
G C G C G C
0,93 0,07 0,933 0,067 0,946 0,054

rs8177800
G A G A G A
0,88 0,12 0,942 0,058 0,953 0,047

rs1139488
T C T C T C
0,56 0,44 0,517 0,483 0,698 0,302
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Do najcz´Êciej badanych i szeroko opisywanych
polimorfizmów genu ALAD nale˝y polimorfizm
G177C (rs 1800435). Cz´stoÊç allelu ALAD 2 odno-
towana w Europie we wczeÊniejszych badaniach wa-
ha si´ od 0,05 do 0,11 (19–23). Otrzymany w pre-
zentowanej pracy rozk∏ad cz´stoÊci alleli ALAD 1
(0,93) i ALAD 2 (0,07) jest zgodny z danymi odno-
szàcymi si´ do innych populacji europejskich, jak
równie˝ z globalnym rozk∏adem dla tego polimorfi-
zmu (populacja PDR90, tab. V). W uprzednio pro-
wadzonych badaniach wÊród dzieci na terenie Pol-
ski zaobserwowane cz´stoÊci allelu ALAD 2 wyno-
si∏y 0,06 [21] i 0,10 [24]. 

Zgodnie z wczeÊniejszymi badaniami u ludzi allel
ALAD 2 wyst´puje z mniejszà cz´stoÊcià (5–20%
w populacji kaukaskiej, 3–11% w populacji azjatyc-
kiej, 3% w populacji afroamerykaƒskiej) ni˝ allel
ALAD 1 [7, 22]. Rzadszy allel jest najbardziej roz-
powszechniony w populacji ˚ydów aszkenazyj-
skich, gdzie wynosi 0,20 [25].

Fujihara i wsp. [26] wykazali, ˝e w populacji
afrykaƒskiej allel ALAD 2 nie wyst´puje, a cz´stoÊç
tego allelu w populacji kaukaskiej i azjatyckiej mo-
˝e byç równa. Na cz´stoÊç wyst´powania poszcze-
gólnych alleli w populacji mogà mieç wp∏yw czynni-
ki Êrodowiskowe, takie jak o∏ów. D∏ugotrwa∏a eks-
pozycja na o∏ów mo˝e prowadziç do zwi´kszenia
cz´stoÊci allelu ALAD 2, który znany jest ze swego
protekcyjnego dzia∏ania [27]. Du˝a cz´stoÊç rzad-
szego allelu wÊród W∏ochów, Hiszpanów, a tak˝e
Izraelczyków i Turków mo˝e byç wynikiem ekspo-
zycji na o∏ów zwiàzanej z obecnoÊcià na tych tere-
nach ju˝ w czasach staro˝ytnych kopalni o∏owiu
[26]. Wykazano równie˝, i˝ rozpowszechnienie alleli
genu ALAD jest ró˝ne wÊród bia∏ych i czarnych lu-
dzi, niezale˝nie od ich geograficznego pochodzenia
[28].

Powszechnie wiadomo, ˝e istnieje du˝a zmien-
noÊç osobnicza w odpowiedzi na czynniki Êrodowi-
skowe. W zwiàzku z tym coraz cz´Êciej zwraca si´
uwag´ na interakcje genów ze Êrodowiskiem. Istnie-
nie polimorfizmów genu ALAD rozpowszechnio-
nych w populacji ludzkiej, jak równie˝ stwierdzenie
hamujàcego dzia∏ania o∏owiu na ten enzym pozwa-
la na wykorzystanie tych polimorfizmów jako bio-
markerów wra˝liwoÊci osobniczej na o∏ów. Biomar-
kery indywidualnej wra˝liwoÊci umo˝liwiajà pozna-
nie profilu genetycznego populacji oraz zidentyfiko-
wanie osób szczególnie nara˝onych na negatywny
wp∏yw czynników Êrodowiskowych, takich jak o∏ów. 

Wnioski
1. Cz´stoÊci poszczególnych alleli i genotypów

dla polimorfizmu rs1800435 i rs1139488 okreÊlone
dla analizowanych populacji by∏y porównywalne
z opisywanymi w innych populacjach europejskich. 

2. Cz´stoÊç wyst´powania rzadszego allelu
A w rs 8177800 by∏a dwukrotnie wi´ksza ni˝ w in-
nych populacjach europejskich.

3. Metoda real-time PCR z sondami Taqman jest
bardziej czu∏a i specyficzna w wykrywaniu genoty-
pów.
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