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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy sposobu okres$lenia ryzyka rakdéw u kobiet w zaleznoSci od stosunku ste-
zen selenu do arsenu we krwi. Opisywany wynalazek opiera sie na ustaleniu, ze istnieje korelacja
miedzy stosunkami stezen selenu do arsenu we krwi a ryzykiem zachorowania na raka u kobiet.
Prezentowany sposéb powinien znalez¢ zastosowanie w szeroko rozumianej diagnostyce i profi-
laktyce nowotwordw, zwtaszcza u kobiet.

W literaturze mozna znalezé wiele eksperymentéw opisujgcych interakcje pomiedzy selenem
(Se) a arsenem (As). Se oraz As tworzg zwigzek jonu seleno-bis(S-glutationylo)arsinium
[(GS)2AsSe]-, ktory jest szybko wydzielany z z6icig. Zaobserwowano zdolno$¢ do znacznego
zwiekszenia wydalania Se do przewodu pokarmowego podczas iniekcji arseninu i seleninu w po-
dostrych dawkach. Takg interakcje obserwowano réwniez w innych badaniach z r6znymi dawkami,
formami As i Se, oraz czasami odstepow pomiedzy iniekcjamitych pierwiastkédw. W innych ekspe-
rymentach opisano réwniez odwrotny mechanizm — selenit stymulowat wydalanie As z przewodu
pokarmowego [1,2].

W poprzednim zgtoszeniu patentowym Spétki [3] przedstawiono wyniki nieistotne statystycz-
nie wskazujgce na tendencje ku zmniejszonemu ryzyku rakéw przy uwzglednieniu stosunku stezen
selenu do arsenu, réznych czynnikéw Srodowiskowych oraz stylu zycia. Natomiast w innym zgto-
szeniu patentowym [4] zaobserwowano, ze stosunek stezeh we krwi Se do As zmniejsza ryzyko
zachorowania na raka u kobiet. W niniejszych badaniach nieoczekiwanie ustalono, ze stosunek
stezen we krwi selenu do arsenu jest niezmiernie istotny szczegdlnie wsréd kobiet ze stezeniem
arsenu we krwi < 0,8 ug/l.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb okre$lenia ryzyka raka, charakteryzujgcy sie tym, ze
obejmuje iloSciowg ocene stezenia selenu oraz arsenu w prébce krwi badanej kobiety oraz okre-
Slenie stosunku stezen selenu do arsenu, przy czym w/w stosunek wskazuje na ponad 5,5-krotnie
zmniejszone ryzyko zachorowania na raka wsérdd kobiet, nie bedgcych nosicielkami mutacji w genie
BRCAT1, ze stezeniem arsenu we krwi < 0,8 pg/l, oraz przy stosunku Se/As w przedziale 170-240.

Korzystnie prébke materiatu stanowi krew petna.

Korzystnie stezenie selenu oraz arsenu w prébce oznacza sie przez bezposredni pomiar tych
pierwiastkbédw we krwi petnej.

Przykiad realizacji wynalazku

Grupa badana

Grupa obserwacyjna zostata wybrana sposrdd 0so6b, ktérych materiat znajduje sie w biobanku
naszego osrodka. Pacjenci, ktorzy zgtosili sie w latach 2010-2019 do Onkologicznej Poradni Ge-
netycznej przy Szpitalu Klinicznym Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, byli za-
praszani do oddania probki krwi w celu biobankowania i podpisywali zgode na przechowywanie i
wykorzystywanie materiatu w celach naukowych. Prébki krwi byty pobierane w godzinach 8-14, a
pacjenci byli poinformowani o koniecznoéci bycia na czczo przez co najmniej 4 godziny przed po-
braniem. Dla wiekszoSci pacjentéw probka byta pobrana tylko raz, ale w niektérych przypadkach,
réwniez wiecej razy przy okazji kolejnych wizyt. Probke krwi przechowywano w -80°C do momentu
oznaczenia stezenia arsenu.

Do kohorty prospektywnej wigczono 2960 zdrowych kobiet, bez mutacji w genie BRCA1. Zo-
staty one: poddane $rednio 41 miesiecznej obserwaciji, w trakcie ktoérej u 148 kobiet zdiagnozowano
nowotwor ztoSliwy. Kazda z uczestniczek badania wypetnita ankiete o stanie zdrowia oraz stylu
zycia. Charakterystyke grupy prospektywnej przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Charakterystyka grupy

Chore (n=148) 2drowe (n=2812)

Srednia wieku (zakres) 56 (35-82) 53 (33-84)

Palenie papierosow

-obecnie 40 (1,4%) 604 (20,4%)

-w przeszlosci 34 (11%) 749 (25,3%)

-nigdy 74 (2.5%) 1459 (49,3%)

Stosowanie doustnej antykoncepcji

-nie 119 (4.0%) 2080 (70,3%)

-tak 28 (0,9%) 733 (24.8%)

Przyjmowanie hormonalnej terapii

zastepczej

-nie 112 (3.8%) 2215 (74.8%)

-tak 35 (1,2%) 598 (20,2%)

Adnexectomia

-nie 135 (4,6%) 2630 (88,9%)

-tak 9 (0,3%) 175 (5.9%)

-brak danych 4 (0,1%) 8 (0,3%)
Materiat

Od kazdej osoby wigczonej do badania w trakcie rekrutaciji pobrano prébke krwi do pomiaru ste-
Zenia arsenu.

Metoda oznaczania zawartos$ci arsenu we krwi petnej

Aparat

Do okreslenia stezenia arsenu 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 uzyskaé limity detek-
cji < 0,1 ng/l. Podczas prowadzenia oznaczen populaciji nieeksponowanej zawodowo na metale i ich
zwigzki, czuto$é aparatury odgrywa kluczowg role.

Przygotowanie do pomiaru

Zebrane préby krwi, zostaty rozmrozone z temperatury -80°C do temperatury pokojowej, w dniu wy-
konywania analiz. Kazda probka zostata doktadnie wymieszana przy uzyciu wstrzgsarki lub worteksu w celu
uzyskania mozliwie najwiekszej homogennosci materiatu. Proces ten zostat powt6rzony bezposrednio przed
pobraniem objetosci krwi do rozcienczen z uwagi na zjawisko rozwarstwiania sie krwi. Stosujgc mozliwie
najprostszg technike, prébki krwi zostaty rozcienczone w stosunku 1:30 (50 pl krwi : 1450 pl buforu).

Z uwagi na specyfike pomiaru do rozcienczen zastosowano roztwoér wodorotlenku tetrametylo-
amonowego (TMAH). Alkaliczne pH zapewnia dobrg rozpuszczalno$¢ sktadnikéw krwi, nie powodujgc
tym samym precypitacji zadnej z frakcji. Dodatkowo w celu lepszej dyspersji rozpuszczonych skfadni-
kow krwi zastosowano dodatek niejonowego surfaktantu w postaci Trytonu X-100. Wykorzystanie tego
zwigzku nie tylko utatwia rozpuszczanie m.in. biatek ale takze przyczynia sie do szybszego wyptukiwa-
nia prébki z uktadu wprowadzenia spektrometru. Do korekcji efektu matrycy oraz dryfu aparatu uzyty
zostat standard wewnetrzny w postaci rodu. (105Rh). Do uzyskania stabilnosci jonéw metali rozpusz-
czonych w roztworze zastosowany zostat dodatek kwasu wersenowego (EDTA). Dodatkowo, z racji
zawartosci zwigzkdéw zawierajgcych wegiel, zastosowano dodatek butanolu do wszystkich roztwordw
w celu niwelacji efektu zwigzanego ze znaczng iloScig wegla w badanej probie.

Warunki pomiaru

Wszystkie oznaczenia przeprowadzono z wykorzystaniem kwadrupolowej celi reakcyjnej spek-
trometru, tzw. trybie DRC (ang. Dynamic Reaction Cell) aparatu Elan DRC-e oraz NexlON 350D
(PerkinElmer) z tlenem jako gazem reakcyjnym.

Walidacja pomiaréw

Do walidacji pomiaréw zastosowano nastepujgce materiaty referencyjne ClinCheck (Recipe, Niemcy),
NIST 955c (National Institute of Standards and Technology, Stany Zjednoczone) oraz BCR 634/BCR635
(European Commission, Community Bureau of Reference). Sg to standardy odniesienia powszechnie sto-
sowane w spektrometrii, pozwalajace na potwierdzenie precyzji, czutosci i specyfiki pomiaru.
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Statystyka

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

Wyniki

Analiza otrzymanych wynikéw wykazata istotng korelacje miedzy stosunkami stezen selenu i ar-
senu we krwi a ryzykiem zachorowania na raka u kobiet.

Kobiety, ze stezeniem arsenu we krwi < 0,8 pg/l, majg ponad 5,5-krotnie obnizone ryzyko zachoro-
wania na raka przy stosunku stezen selenu do arsenu we krwi w przedziale 170-240, w poréwnaniu do
kobiet z w/w stosunkiem poza wskazanym zakresem (p 0,0001; OR 5,6; 95%ClI. 2,0-15,7). — Tabela 2.

Tabela 2. Czestos¢ wystepowania rakéw u kobiet ze stezeniem arsenu < 0,8 pg/l w zaleznosci od
stosunku stezen selenu do arsenu we krwi.

Stosunek Osab Osob
Grupa Se/As chorz zdrovg; P OR 5%l
| < 145,04 18 337 0,004 4,69 1,57-14
1 145.15-168,84 13 342 0,05* 3,34 1,08-10,33
] 168,84-199,87 4 351 Ref. Ref. Ref.
1V > 199,88 6 350 0,75 1,5 0,42-538
Wybrane zakresy
| 170-240 4 519 Ref. Ref. Ref.
1 <170 & > 240 37 861 0,0001* 5.6 2,0-15,7

*wynik istotny statystycznie

WSsrod kobiet, ze stezeniem arsenu we krwi > 0,8 pg/l nie wykazano zakresu dla stosunku stezen
selenu do arsenu we krwi, w ktérym ryzyko zachorowania na raka byto zmniejszone/zwiekszone.
— Tabela 3.

Tabela 3. Czestosé wystepowania rakow u kobiet ze stezeniem arsenu > 0,8 pg/l w zaleznosci
od stosunku stezen selenu do arsenu we krwi.

Stosunek Osob 0Osob
Grupa Se/As chorey xdrou‘xa p OoRr 5%
| < 60,61 30 35S 0,31 1,39 0,79-2,46
11 690,66-85,50 22 363 Ref. Ref. Ref.
) 85.52-108.28 30 355 0,31 1,39 0,79-2,46
v > 108,29 25 359 0,66 1,15 0,64-2,08
Literatura

1. Gailer, J.; George, G.N.; Pickering, |.J.; Prince, R.C.; Younis, H.S.; Winzerling, J.J. Biliary
Excretion of [(GS)(2)AsSe](-) after Intravenous Injection of Rabbits with Arsenite and Sele-
nate. Chem Res Toxicol 2002, 15, 1466—1471, doi:10.1021/tx025538s.

2. Zeng, H.; Uthus, E.O.; Gerald, F.; Combs, Jr.; Mechanistic aspects of the interaction between
selenium and arsenic. Journal of Inorganic Chemistry 2005, 99 (6), 1269-1274, doi:-
10.1016/j.jinorgbio.2005.03.006.

3. Read-Gene S.A.; Sposéb okreslenia ryzyka rakdéw u kobiet w zaleznosci od ich wieku oraz
stezen wybranych mikroelementéw. 2017, Zgtoszenie patentowe nr P.422751.

4. Read-Gene S.A_; Sposéb okreslenia ryzyka rakéw u kobiet nie bedgcych nosicielkami mutac;ji
w genie BRCA1 i BRCA2 w zaleznosci od stezen we krwi arsenu, kadmu, cynku i/lub selenu.
2018, Zgtoszenie patentowe nr P.425602.



1.

PL 245678 B1 5

Zastrzezenia patentowe

Sposo6b okreslenia ryzyka raka, znamienny tym, ze obejmuje iloSciowg ocene stezenia se-
lenu oraz arsenu we krwi w prébce biologicznej osoby badanej oraz okreslenie stosunku se-
lenu do arsenu, przy czym w/w stosunek wskazuje na ponad 5,5-krotnie zmniejszone ryzyko
zachorowania na raka wsrod kobiet, nie bedgcych nosicielkami mutacji w genie BRCA1, ze
stezeniem arsenu we krwi < 0,8 ug/l oraz przy stosunku Se/As w przedziale 170-240.
Sposo6b wg zastrzezenia 1, znamienny tym, ze probke materiatu biologicznego stanowi krew
petna.

Spos6b wg zastrzezenia 1, 2, znamienny tym, ze stezenie selenu oraz arsenu w prébce
oznacza sie przez bezposredni pomiar tych pierwiastkdw we krwi petne;.



