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Opis wynalazku

Zanieczyszczenie srodowiska otowiem stanowi nieustajacy problem dla rozwijajacych sie spote-
czenstw. Toksyczne dziatanie otowiu dotyczy gtéwnie jego wptywu na uktad krwiotwérczy [1], obwodowy
i osrodkowy uktad nerwowy [2], przewdd pokarmowy [3] oraz narzady migzszowe [4]. Ze wzgledu
na wszechobecnosé otowiu praktycznie kazdy cztowiek narazony jest na kontakt z tym pierwiastkiem.
Toksycznos$¢ ofowiu objawia sie wieloma mechanizmami dziatania. Prowadzi miedzy innymi do zmiany
aktywnosci wielu enzymdw oraz zaburzen funkcji wolnych i strukturalnych biatek w komarce [5]. Wiele
badanh sugeruje, ze waznym molekularnym mechanizmem toksycznosci ofowiu jest jego udziat w po-
wstawaniu wolnych rodnikéw tlenowych, ktére odgrywaja duzg role w powstawaniu uszkodzen we-
wnatrzkomorkowych oraz w patogenezie wielu schorzen, w tym nowotwordw ztosliwych [6]. Wedtug
klasyfikacji karcynogenow IARC, otéw i jego zwiazki naleza do grupy 2a i 2b tj, potencjalnie karcinogennych.

W niniejszej pracy postanowiono oceni¢ korelacje pomiedzy stezeniem otowiu we krwi a ryzykiem
zachorowania na raka u mezczyzn. Nieoczekiwanie ustalono, Ze istnieje korelacja wsrod mezczyzn
w zaleznosci od wieku oraz historii palenia.

Protokét badan
Grupa badana

Grupa obserwacyjna zostata wybrana sposrod osob, ktorych materiat znajduje sie w biobanku
naszego osrodka. Pacjenci, ktérzy zgtosili sie w latach 2010—-2019 do Onkologicznej Poradni Genetycz-
nej przy Szpitalu Klinicznym Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, byli zapraszani
do oddania prébki krwi w celu biobankowania i podpisywali zgode na przechowywanie i wykorzystywa-
nie materiatu w celach naukowych. Probki krwi byly pobierane w godzinach 8-14, a pacjenci byli poin-
formowani o koniecznosci bycia na czczo przez co najmniej 4 godziny przed pobraniem. Dla wiekszosci
pacjentéw probka byta pobrana tylko raz, ale w niektérych przypadkach réwniez wiecej razy przy okazji
kolejnych wizyt. Prébke krwi przechowywano w -80°C do momentu oznaczenia stezenia otowiu.

Do kohorty prospektywnej wtaczono zdrowych 2956 mezczyzn, ktérzy zostali poddani srednio
76,37 miesiecznej obserwacji, w trakcie ktérej u 144 mezczyzn zdiagnozowano nowotwdr ztosliwy.
Kazdy z uczestnikow badania wypetnit ankiete o stanie zdrowia oraz stylu zycia. Charakterystyke grupy
prospektywnej przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1
Charakterystyka grupy

Chorzy Zdrowi

Srednia wieku (zakres) 60,5 (36-76) 52 (31-87)
Palenie papierosow

-obecnie 42 (29,17%) 829 (29,48%)
-w przeszlosci 55 (38,19%) 975 (34,67%)
-nigdy 47 (32,64 %) 1008 (35,85%)
Lokalizacja raka

- prostata 58 (40,28%) -

- skora 16 (11,11%) -

- nerka 13 (9,03%) -

- jelito 13 (9,03%) -

- p¢cherz moczowy 12 (8,33%) -

- krew 9 (6,25%) -

- ptuca 6 (4,17%) -

- watroba 4 (2,78%) -

- tarczyca 4 (2,78%) -

- trzustka 2(1,39%) -

- zoladek 2 (1,39%) -
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- piers 1 (0,69%) -

- przetyk 1 (0,69%) -

- przysadka 1 (0,69%) -

- dlinianki 1(0,69%) -

- jadra 1 (0,69%) -
Materiat

Od kazdej osoby witaczonej do badania pobrano prébke krwi w celu pomiaru stezenia otowiu.
Po pobraniu materiat przechowywano w -80°C do momentu oznaczenia stezenia otowiu.

Metoda oznaczania zawartosci olowiu we krwi
1.1 Aparat

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

1.2 Przygotowanie do pomiaru

Zebrane proby krwi zostaty rozmrozone z temperatury -80°C do temperatury pokojowej, w dniu
wykonywania analiz. Kazda probka zostata doktadnie wymieszana przy uzyciu worteksu w celu uzyska-
nia mozliwie najwiekszej homogennosci materiatu. Probki krwi zostaty rozcienczone w stosunku 1 :30
(50 pl krwi: 1450 pl buforu).

Z uwagi na specyfike pomiaru do rozcienczen zastosowano roztwér wodorotlenku tetrametyloa-
monowego (TMAH). W celu lepszej dyspersji rozpuszczonych sktadnikow krwi zastosowano dodatek
niejonowego surfaktantu w postaci Trytonu X-100. Wykorzystanie tego zwiazku nie tylko utatwia roz-
puszczanie m.in. biatek ale takze przyczynia sie do szybszego wyptukiwania probki z uktadu wprowa-
dzenia spektrometru. Uwzgledniajac efekt matrycy oraz dryf aparatu, uzyty zostat standard wewnetrzny
w postaci rodu (105Rh). Do uzyskania stabilnosci jondw metali rozpuszczonych w roztworze zastosowany
zostat dodatek kwasu wersenowego (EDTA). Dodatkowo, z racji zawartosci zwigzkdéw zawierajagcych
wegiel, zastosowano dodatek butanolu do wszystkich roztworéw w celu niwelacji efektu zwigzanego
ze znaczna iloscig wegla w badanej prébie.

1.3 Warunki pomiaru

Wszystkie oznaczenia przeprowadzono z wykorzystaniem kwadrupolowej celi reakcyjnej spek-
trometru w tzw. trybie DRC (ang. Dynamie Reaction Cell) aparatu Elan DRC-e oraz NexION 350D (Per-
kinElmer) z tlenem jako gazem reakcyjnym.

1.4 Walidacja pomiaréw

Do walidacji pomiaréw zastosowano materiat referencyjny ClinCheck (Recipe, Niemcy). Jest to
standard odniesienia powszechnie stosowany w spektrometrii, pozwalajacy na potwierdzenie precyzji,
czutosci i specyfiki pomiaru.

Statystyka

Réznice w czestosciach pomiedzy analizowanymi grupami oceniano poprzez test Fishera.
Wyniki

Analiza otrzymanych wynikéw wykazata korelacje miedzy stezeniem oftowiu we krwi a ryzykiem
zachorowania wsréd mezczyzn, w zaleznosci od palenia oraz wieku.

Mezczyzni niepalgcy majacy stezenie otowiu we krwi <12,64 pg/l wykazujg istotnie blisko 4 krot-
nie obnizone ryzyko zachorowania na raka w poréwnaniu do mezczyzn z wyzszym stezeniem otowiu
we krwi (16,55—-21,94 ug/l) (p.value: 0,04; OR: 3,94; 95% CI: 0,93-7,6). (Tabela 2)
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Czestos¢ wystepowania rakow w zaleinos'ci(?c:) %ag%nia olowiu we krwi u mezczyzn niepalgcych
n=
Grupa Zakres Pb g/l  Chorzy Zdrowi OR p.value 95%CI
I 4,37-12,64 4 212 Ref. Ref. Ref.
11 12,66-16,51 11 205 2,64 0,11 0,9-9,05
1} 16,55-21,94 13 203 3,94 0,04* 1,09-10,58
13% 22,07-136,25 7 208 1,78 0,38 0,51-6,19

“wynik istotny statystycznic

Mezczyzni niepalacy ponizej 60 roku zycia wykazujg istotnie blisko 8 krotnie obnizone ryzyko
zachorowania na raka, jesli stezenie otowiu we krwi jest nizsze niz 13,5 pg/l, w poréwnaniu do mez-
czyzn, ktorych stezenie otowiu we krwi jest wyzsze niz 13,5 ug/1l (p.value: 0,017; OR: 7,8; 95% CI:
1,02-59). (Tabela 3)

Tabela 3
Czestos¢ wystepowania rakow w zaleznosci od stezenia otowiu we krwi u mezczyzn niepalgcych
ponizej 60 roku zycia (n = 691)

Grupa Zakres Pb ug/l  Chorzy Zdrowi OR p.value 95%CI

I 5,75-12,28 1 169 Ref. Ref. Ref.

II 12,28-16,07 3 167 3,04 0,62 0,31-29,5

11 16,1-21,18 8 162 8,35 0,04* 1,03-67,51

IV 21,21-136,25 5 176 4,8 0,22 0,55-41,55
Wybrane zakresy

I <13,5 1 217 Ref. Ref. Ref.

I >13,5 16 447 7.8 0,017 1,02-59,0

“wynik istotny statystycznie

Mezczyzni niepalacy powyzej 60 roku zycia wykazujg istotnie ponad 4 krotnie obnizone ryzyko
zachorowania na raka, jesli stezenie otowiu we krwi zawiera sie w przedziale 20-50 pg/l, w poréwnaniu
do mezczyzn, ktérych stezenie otowiu we krwi wynosi <20 ug/l badz > 50 pg/l (p.value: 0,023; OR: 4,1;
95% CI: 1,1-14,8). (Tabela 4)

Tabela 4
Czestos¢ wystepowania rakow w zaleznosci od stezenia otowiu we krwi u mezczyzn niepalgcych
powyzej 60 roku zycia (n = 182)

Grupa Zakres Pb ug/l  Chorzy Zdrowi OR p.value 95%Cl1

I 4,37-14,27 5 40 2,68 0,43 0,49-14,65

I 14,45-19,19 8 38 4,53 0,09 0,9-22,65

111 19,2-24,01 2 43 Ref. Ref. Ref.

v 24,5-75,9 3 43 1,5 1,0 0,24-943
Wybrane zakresy

I 20-50 3 74 Ref. Ret. Ref.

11 <20&>50 15 90 4,1 0,023* 1,1-14,8

“wynik istotny statystycznie
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Zastrzezenia patentowe

. Sposab okreslenia ryzyka zachorowania na raka u mezczyzn niepalacych, znamienny tym,

ze obejmuje ilosciowa ocene stezenia otowiu we krwi osoby badanej, przy czym stezenie
wskazuje na blisko 4 krotnie zmniejszone ryzyko zachorowania na raka w stosunku do pod-
grupy ze stezeniem otowiu we krwi w przedziale 16,55-21,94 ug/|, w przypadku wystepowania
wartosci stezenia otowiu we krwi ponizej 12,64 ug/l.

Sposob okreslenia ryzyka zachorowania na raka u mezczyzn niepalacych ponizej 60 roku
zycia, znamienny tym, Zze obejmuje ilosciowg ocene stezenia otowiu we krwi osoby badanej,
przy czym stezenie wskazuje na blisko 8 krotnie zmniejszone ryzyko zachorowania na raka
w stosunku do podgrupy ze stezeniem otowiu we krwi wyzszym niz 13,5 pg/l, w przypadku
wystepowania wartosci stezenia otowiu we krwi ponizej 13,5 pg/l.

Sposob okreslenia ryzyka zachorowania na raka u mezczyzn niepalacych powyzej 60 roku
zycia, znamienny tym, ze obejmuje ilosciowg ocene stezenia otowiu we krwi osoby badanej,
przy czym stezenie wskazuje na ponad 4 krotnie zmniejszone ryzyko zachorowania na raka
w stosunku do podgrupy ze stezeniem otowiu we krwi <20 ug/l lub >50 pg/l, w przypadku
wystepowania wartosci stezenia otowiu we krwi w przedziale 20-50 pg/l.

Sposob wg zastrz. 1-3 znamienny tym, ze probke materiatu biologicznego stanowi krew petna.
Sposdb wg zastrz. 1-4 znamienny tym, ze stezenie Pb w probce oznacza sie przez bezpo-
$redni pomiar Pb we krwi petnej.
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