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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy sposobu okreslania ryzyka rakow piersi u kobiet. Opisywany wynalazek
opiera sie na ustaleniu, ze istnieje korelacja miedzy stezeniem kadmu we krwi petnej a ryzykiem rakow
piersi u kobiet nie bedgcych nosicielkami zadnej z mutacji zatozycielskich w genie BRCA1/2 typowych
dla populacji polskiej. Prezentowany sposdb powinien znalez¢ zastosowanie w szeroko rozumianej dia-
gnostyce i profilaktyce nowotworéw, zwtaszcza u kobiet.

Wedtug klasyfikacji miedzynarodowej agencji do badah nad rakiem (IARC, ang. International
Agency for Cancer Research) kadm i jego zwigzki zostaty okreslone jako bezwzgledne ludzkie karcy-
nogeny — grupa 1 (strona internetowa: http://monographs.iarc.fr/ENG/Classification/latest_classif.php;
data wejscia 2017-08-26).

Niekorzystne dziatanie kadmu i jego zwigzkéw moze prowadzi¢ do choréb nerek, sercowo-na-
czyniowych, nadcisnienia, anemii, uszkodzen watroby, zaburzen funkcjonowania narzadéw ptciowych,
zaburzen uktadu immunologicznego, niedoboréw zelaza, miedzi i cynku, a takze rozwiniecia choroby
nowotworowej (Fowler BA, 2009). Toksyczne dziatanie kadmu wynika z jego wptywu na wiele procesow:
zaburzanie przeptywu elektronéw w fancuchu oddechowym (Al.Nasser IA, 2000), wypieranie i zastepo-
wanie innych metali w metaloenzymach oddziatujgcych na metabolizm biatek, kwaséw tluszczowych,
fosfolipidow, weglowodanow i kwaséw nukleinowych (Casalino E, 1997; Waisberg M, 2003), ostabianie
dziatania mechanizmoéw antyoksydacyjnych (Casalino E, 2002), a takze wchodzenie w reakcje z gru-
pami tiolowymi biatek enzymatycznych (Bertin G, 2006). Karcynogenne dziatanie kadmu jest takze kon-
sekwencjg wptywu na stres oksydacyjny (Nersesyan A, 2015). Kadm moze bezposrednio uszkadzaé
nici DNA, hamowa¢ naprawe DNA, wigza¢ sie z zasadami kwasu nukleinowego, hamowaé¢ synteze
glutationu oraz hamowac¢ metylacje (Nersesyan A, 2015).

Badania eksperymentalne na zwierzetach jednoznacznie wykazujg, ze kadm moze wywotywaé
nowotwory np. guzy watroby, ptuca, prostaty jak i hamowac ich powstawanie np. biataczka. U zwierzat
kadm dziata w zaleznosci od dawki i w sposdb zalezny od stanu hormonalnego (Waalkes MP, 1994;
Wallkes MP, 1992; Waallkes MP, 1991; Waalkes MP, 1991).

Liczne prace opisujg zwiekszone stezenia kadmu we krwi petnej oséb, ktére zachorowaty na no-
wotwor ztosliwy prostaty (Vincetti M, 2007; Qayyum MA, 2014), nerki (Pirinicii N, 2013), pecherza mo-
czowego (Kellen E, 2007; Wolf C, 2009), trzustki (Farzin L, 2013; Amaral AF, 2012) i piersi (Wu HD,
2006; EI-Deeb MMK, 2016). Kadm nalezy do grupy metaloestrogenow tj. metali posiadajgcych zdolnosc
bezposredniego wigzania sie z receptorem estrogenowym (Darbre PD, 2006). Nie ma dostepne;j litera-
tury, w ktérej stwierdzono by zwiekszone ryzyko nowotwordw u ludzi zwigzane z niskimi stezeniami
kadmu.

Przedmiotem wynalazku jest sposdb okreslenia ryzyka raka piersi, charakteryzujacy sie tym, ze
obejmuje ilosciowg ocene stezenia kadmu w prébce krwi petnej pochodzacej od badanej kobiety nale-
zgcej do populacji polskiej, niepalgcej papieroséw oraz niebedgcej nosicielkg mutacji w genie BRCA1/2
wybranej sposréd: 5382insC, C61G lub 4153delA, przy czym stezenie kadmu we krwi powyzej 0,59 ug/l
wskazuje na 4-krotnie zmniejszone ryzyko zachorowania na raka piersi.

Korzystnie, stezenie kadmu w probce oznacza sie poprzez bezposredni pomiar kadmu we krwi
petnej.

Protokét badan

Grupa obserwacyjna zostata wybrana sposréd osob, ktérych materiat znajduje sie w biobanku
naszego osrodka. Pacjenci, ktorzy zgtosili sie w latach 2010-2016 do Onkologicznej Poradni Ge-
netycznej przy Szpitalu Klinicznym Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, byli za-
praszani do oddania prébki krwi w celu biobankowania i podpisywali zgode na przechowywanie
i wykorzystywanie materialu w celach naukowych. Prébki krwi byty pobierane w godzinach 8-14,
a pacjenci byli poinformowani o koniecznosci bycia na czczo przez co najmniej przez 4 godziny
przed pobraniem. Dla wiekszosci pacjentow prébka byta pobrana tylko raz, ale w niektérych przy-
padkach rowniez wiecej razy przy okazji kolejnych wizyt. Probke krwi przechowywano w -80°C do
momentu oznaczenia stezenia kadmu.

W biobanku zgromadzono probki od 33062 oséb, ktére nigdy wczesniej przed pobraniem
prébki nie chorowaly na nowotwor ztosliwy. Na potrzeby badania grupe 1698 osdb bez mutacji w ge-
nie BRCA charakterystycznych dla populacji polskigj tj. 5382insC, C61G, 4153delA poddano ponad
3 letniej obserwacji. Do grupy nie wigczono oséb z nowotworem ztosliwym rozpoznanym przed
pobraniem probki krwi. Nastepnie w trzech gtéwnych osrodkach onkologicznych w Szczecinie,
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sprawdzano ktéra z oséb wyjsciowo zdrowych w momencie wigczenia do biobanku, zachorowata.
Sposroéd 1698 osdb, w ciggu ponad 3 lat obserwaciji, na nowotwér ztosliwy zachorowato 110 kobiet.
Pozostata cze$¢ grupy stanowita grupe kontrolng badania.

Charakterystyke kohorty prospektywnej przedstawiono w tabeli ponizej (Tabela 1).

Tabela 1. Charakterystyka grupy

Cecha Chore Zdrowe

Sredni wiek w momencie

55,60 lat 55,10 lat
zabezpieczenia materialu

Piers 68 61,81

Jelito grube 5 4,55

Macica 5 4,55

Bialaczka/Chloniak 4 3,64

Szyjka macicy 2 1,81

Skéra (czerniak) 2 1,81

Materiat

Od kazdej osoby wigczonej do badania pobrano probke krwi do pomiaru stezenia kadmu.

Metoda oznaczania zawartosci Cd we krwi petnej.

1.1 Aparat

Do okreslenia zawartosci wskazanych metali wykorzystana zostata technika spektrometrii mas
ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzezonej. Do wykonania pomiaru wykorzystano spektrometr
mas ELAN DRC-e (PerkinElmer) oraz NexION 350D (PerkinElmer). Wykorzystanie ICP-MS pozwala
uzyskac limity detekcji < 0,1 pg/l. Podczas prowadzenia oznaczen populacji nieeksponowanej zawo-
dowo na metale i ich zwigzki, czutos¢ aparatury odgrywa kluczowa role.
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1.2 Przygotowanie do pomiaru

Zebrane préby krwi, zostaty rozmrozone z temperatury -80°C do temperatury pokojowej, w dniu
wykonywania analiz. Kazda probka zostata doktadnie wymieszana przy uzyciu wstrzgsarki lub worteksu
w celu uzyskania mozliwie najwiekszej homogenno$ci materiatu. Proces ten zostat powtérzony bezpo-
Srednio przed pobraniem objetosci krwi do rozcienczen z uwagi na zjawisko rozwarstwiania sie krwi.
Stosujgc mozliwie najprostszg technike, probki krwi zostaty rozcienczone w stosunku 1:30 (50 pl krwi :
1450 pl buforu). Z uwagi na specyfike pomiaru do rozcienczen zastosowano roztwor wodorotlenku te-
trametyloamonowego (TMAH). Alkaliczne pH zapewnia dobrg rozpuszczalno$¢ sktadnikéw krwi, nie po-
wodujgc tym samym precypitacji zadnej z frakcji. Dodatkowo w celu lepszej dyspersji rozpuszczonych
sktadnikéw krwi zastosowano dodatek niejonowego surfaktantu w postaci Trytonu X-100. Wykorzysta-
nie tego zwigzku nie tylko utatwia rozpuszczanie m.in. biatek ale takze przyczynia sie do szybszego
wyptukiwania probki z uktadu wprowadzenia spektrometru. Do korekcji efektu matrycy oraz dryfu apa-
ratu uzyty zostat standard wewnetrzny w postaci rodu (1°°Rh). Do uzyskania stabilnosci jonow metali
rozpuszczonych w roztworze zastosowany zostat dodatek kwasu wersenowego (EDTA). Dodatkowo,
Z racji zawartosci zwigzkéw zawierajgcych wegiel, zastosowano dodatek butanolu do wszystkich roz-
tworéw w celu niwelacji efektu zwigzanego ze znaczng iloscig wegla w badanej probie.

1.3 Warunki pomiaru

Wszystkie oznaczenia przeprowadzono z wykorzystaniem kwadrupolowej celi reakcyjnej spek-
trometru, tzw. trybie DRC (ang. Dynamic Reaction Cell) aparatu Elan DRC-e oraz NexION 350D (Per-
kinElmer) z tlenem jako gazem reakcyjnym. Tlen jest gazem z wyboru dla prowadzenia oznaczen As
i Cd. W przypadku oznaczen As, wykorzystanie tlenu pozwala uzyska¢ na drodze reakcji chemicznej
stabilnego produktu w postaci jonu "*As®O*. Jon ten posiada mase 91, ktéra wolna jest od interferencji
spektralnych. Rozwigzanie to zapewnia maksimum specyfiki pomiaru As. Podobne rozwigzanie dotyczy
oznaczen kadmu. W tym przypadku jednak dokonano transferu atomu tlenu na interferent a nie jak
w przypadku As na pozgdany jon. Najpowazniejszg interferencje w oznaczeniach **Cd stanowi tlenek
molibdenu ®®Mo?®0. Zastosowanie tlenu pozwala na uzyskanie ditlenku molibdenu ®®Mo0., niwelujac
tym samym problem naktadania sie tych dwéch mas. Obecnie jest to najbardziej czuta technika ozna-
czen dla materiatu biologicznego.

W przypadku Zn tlen pozostaje inertny.

1.4 Walidacja pomiaréw

Do walidacji pomiaréw zastosowano nastepujace materiaty referencyjne ClinCheck (Recipe,
Niemcy), NIST 955c¢ (National Institute of Standards and Technology, Stany Zjednoczone) oraz BCR
634 (European Commission, Community Bureau of Reference). Sg to standardy odniesienia powszech-
nie stosowane w spektrometrii, pozwalajgce na potwierdzenie precyzji, czutosci i specyfiki pomiaru.

Statystyka

Réznice w czestosciach pomiedzy analizowanymi grupami oceniano przy pomocy Testu Zgod-
nosci Fishera.

WyniKi

Analiza otrzymanych wynikéw wykazata istotng zalezno$¢ miedzy ryzykiem rakow u kobiet a ste-
zeniem kadmu we krwi.

Kadm

Kobiety niepalgce tytoniu ze stezeniem kadmu we krwi powyzej 0,59 pg/l wykazujg istotne ponad
4 krotnie obnizone ryzyko rozwoju raka piersi w poréwnaniu do nie palgcych kobiet ze stezeniami kadmu
ponizej 0,59 ug/l (OR=4,20; p=0,0319; 95%Cl:1,01-17,80) (Tabela 2).

Tabela 2. Czestos¢ wystepowania rakow piersi w zaleznosci od stezenia kadmu wsrod niepalacych kobiet

Grupa Zakres stezen pg/l Chore Zdrowe

1| <0,59 36 845
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Kobiety niepalgce tytoniu ze stezeniem kadmu we krwi powyzej 0,59 g/l nie wykazuja istotnie
obnizonego ryzyka rozwoju raka w poréwnaniu do niepalgcych kobiet ze stezeniem kadmu ponizej
0,59 pg/l (OR=1,73; p=0,4234; 95% CI.0,58-3,81) (Tabela 3).

Tabela 3. Czestos¢ wystepowania rakow w zaleznosci od stezenia kadmu wsréd niepalgcych kobiet

Grupa Zakres stezen pg/l Chore Zdrowe

m <0,59 ' 6 202
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb okreslenia ryzyka raka piersi, znamienny tym, ze obejmuje ilosciowg ocene stezenia
kadmu w prébce krwi petnej pochodzgcej od badanej kobiety nalezgcej do populacji polskiej,
niepalgcej papieroséw oraz niebedacej nosicielkg mutacji w genie BRCA1/2 wybranej spo-
$rod:
5382insC, C61G lub 4153delA, przy czym stezenie kadmu we krwi powyzej 0,59 ug/l wskazuje
na 4-krotnie zmniejszone ryzyko zachorowania na raka piersi.

2. Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stezenie kadmu w prébce oznacza sie poprzez
bezposredni pomiar kadmu we krwi petnej.
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