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Opis wynalazku

Arsen (As)

Bez watpienia arsen i jego zwiazki sa jednymi z najbardziej rozpoznawalnych trucizn. Wedtug
klasyfikacji miedzynarodowej agencji do badan nad rakiem (IARC, ang. International Agency for Cancer
Research) arsen i jego zwiazki zostaty okreslone jako bezwzgledne ludzkie karcynogeny — grupa 1 (strona
internetowa: http.,/monographs.iarc.fi/ENG/Classification/latest classif.php; data wejscia 2017-08-26).

Bardzo waznym problemem onkologicznym jest nie tylko ekspozycja na karcinogeny i zwiek-
szone ryzyko rakow, ale i jak najwczesniejsze wykrywanie nowotwordow ztosliwych, poniewaz wiaze sie
z to ze znacznie zwiekszong skutecznoscig leczenia.

W pracy postanowiono oceni¢, czy wystepowanie rakéw jest powigzane ze zmianami stezenia
arsenu we Krwi.

Ryzyko rozwoju nowotwordw jest zalezne takze od wybranych mutacji, jak rowniez wybranych
funkcjonalnych polimorfizméw DNA. Do polimorfizmoéw zwigzanych ze zwiekszonym ryzykiem rakow
naleza polimorfizmy w genach zaangazowanych w proces karcinogenezy, metabolizm ksenobiotykow
czy tez stres oksydacyjny. Do takich polimorfizméw nalezg miedzy innymi polimorfizmy SOD2, CRTC3,
GPX1, MT1B, GSTP1, ERCC2 oraz ABCB1.

GPX1 rs1050450

Jednym z wazniejszych enzymdw antyoksydacyjnych jest peroksydaza glutationowa typu |
(GPX1). Jej skutecznos¢ w obronie przed stresem oksydacyjnym jest okoto 14-krotnie wieksza w po-
rownaniu do innych enzymoéw z grupy antyoksydantéw np. katalaz (Haan JB, 2003). Polimorfizm
Pro200Leu (rs 1050450) w genie GPX1 zwigzany jest ze zmiang aktywnosci enzymu. Badania wyka-
zaly, ze polimorfizm ten moze mie¢ zwiazek z ryzykiem rakéw o réznorodnej lokalizacji (Hu YJ, 2003;
Ravn-Haren G, 2006; Kucukgergin C, 2011; Erdem O, 2012; Raaschou-Nielsen O, 2007; Ratnasinghe
D. 2000; Ichimura Y.2004, Méplan C. 2010; Hu YJ 2004). Metaanaliza 35 badan oceniajaca zwigzek
zmiany GPX1 Pro200Leu z ryzkiem raka wskazata, ze obecnos¢ wariantu 200Leu wiaze sie z ok. 20%
zwiekszeniem ryzyka raka (Zhigiang Hong, 2013).

Nieoczekiwanie stwierdzono silng korelacje pomiedzy wystepowaniem raka jelita grubego u ko-
biet (nie u mezczyzn) a stezeniem arsenu we krwi i genotypem GPX1 (rs1050450).

Czestos¢ wystepowania raka jelita grubego byta zwiekszona przy obnizonym stezeniu arsenu
we krwi. Korelacje te nasilaty sie bardzo znacznie w genotypie GPX1.

Protokét badan
Grupa badana

Do badan wiaczono 201 pacjentow Kiliniki Chirurgii Ogolnej i Onkologicznej Samodzielnych Pu-
blicznych Szpitali Klinicznych nr 1/2 ze zdiagnozowanym i potwierdzonym histopatologicznie rakiem
jelita grubego. Od kazdego z pacjentdow wtaczonych do badania uzyskano $wiadomg zgode na udziat
w badaniu, pobrano prébke krwi oraz uzyskano dane rodowodowo-kliniczne. Probki krwi byty pobierane
od pacjentéw przed leczeniem, a pacjenci byli poinformowani o koniecznosci bycia na czczo
przez co najmniej 4 godziny przed pobraniem. Dla kazdego pacjenta z rakiem jelita grubego zostata
przyporzadkowana/sparowana jedna osoba zdrowa zarejestrowana w Miedzynarodowym Centrum No-
wotworéw Dziedzicznych Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie. Osoby zdrowe byly
czescig populacyjnego badania 1,3 miliona mieszkancéw Polski, majacego na celu identyfikacje rodzin-
nych agregacji raka przeprowadzong przez nasz os$rodek. Uczestnicy badania zostali dobrani
pod wzgledem roku urodzenia (£3 lata), pici, statusu palenia (paczkolata +20%) oraz tacznej liczba no-
wotworodw jelita grubego i innych nowotwordw wsrdéd krewnych pierwszego stopnia.
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Charakterystyka grupy badanej zostata przedstawiona w Tabeli 1.
Tabela 1 Charakterystyka grupy badanej

Rak jelita grubego

Chorzy Zdrowi
Liczba os6b 201 201
-kobiety 92 92
-m¢zezyzZni 109 109
Srednia wieku 63,93 63,59
-kobiety 64,30 64,21
-mezCzyzni 63,89 63,37

Materiat

Od kazdej osoby wtgczonej do badania pobrano probke krwi w celu izolacji DNA oraz pomiaru
stezenia arsenu. Krew petng po pobraniu przechowywano w -80°C do momentu oznaczenia stezenia
arsenu; DNA przechowywano w temperaturze 4°C do momentu wykonania oceny genotypdw.
Metoda oznaczania zawartosci arsenu we krwi petnej
1.1 Aparat

Do okreslenia zawartosci arsenu wykorzystana zostata technika spektrometrii mas 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
uzyskac¢ 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 wyko-
nywania analiz. Kazda probka zostata doktadnie wymieszana przy uzyciu wstrzasarki lub worteksu w celu
uzyskania mozliwie najwiekszej homogennosci materiatu. Proces ten zostat powtdérzony bezposrednio
przed pobraniem objetosci krwi do rozcienczen z uwagi na zjawisko rozwarstwiania sie krwi. Stosujac moz-
liwie najprostsza technike, prébki krwi zostaty rozcienczone w stosunku 1:30 (50 pl krwi : 1450 pl buforu).
Z uwagi na specyfike pomiaru do rozcienczen zastosowano roztwér wodorotlenku tetrametyloamono-
wego (TMAH). Alkaliczne pH zapewnia dobrg rozpuszczalnos¢ sktadnikéw krwi, nie powodujac tym sa-
mym precypitacji zadnej z frakcji. Dodatkowo w celu lepszej dyspersji rozpuszczonych sktadnikéw krwi
zastosowano dodatek niejonowego surfaktantu w postaci Trytonu X-100. Wykorzystanie tego zwiazku
nie tylko utatwia rozpuszczanie m.in. biatek, ale takze przyczynia sie do szybszego wyptukiwania 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 rozpuszczonych w roztwo-
rze zastosowany zostat dodatek kwasu wersenowego (EDTA). Dodatkowo, z racji zawartosci zwigzkow
zawierajgcych wegiel, zastosowano dodatek butanolu do wszystkich roztworéw w celu niwelacji efektu
zwiazanego ze znaczng iloscia wegla w badanej prébie.
1.3 Warunki pomiaru

Oznaczenie arsenu przeprowadzono z wykorzystaniem kwadrupolowej celi reakcyjnej spektro-
metru, tzw. trybie DRC (ang. Dynamic Reaction Cell) aparatu Elan DRC-e oraz NexION 350D (Perki-
nElmer) z tlenem jako gazem reakcyjnym.
1.4 Walidacja pomiaréw

Do walidacji pomiaréw zastosowano nastepujacy materiat referencyjny ClinCheck (Recipe,
Niemcy). Sa to standardy odniesienia powszechnie stosowane w spektrometrii, pozwalajace na potwier-
dzenie precyzji, czutosci i specyfiki pomiaru.
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Ocena genotypu

Analizy molekularne zostaty wykonane za pomoca tahcuchowej reakcji polimerazy DNA z analiza
ilosci produktu w czasie rzeczywistym (,real-time PCR”) z uzyciem aparatu LightCycler 480, Roche.
W badaniach wykorzystano sondy molekularne typu ,Tagman” w postaci mieszaniny TagMan Assay
zawierajacej sondy oraz startery reakcji PCR zakupione w firmie Applied Biosystem. System do analizy
GPX1 rs1050450 wykonany zostat na zamoéwienie indywidualne. Kazda analiza wykonana byta w obje-
tosci 5 pl wedtug proporcji przedstawionej w tabeli 2.

Tabela 2 Skiad mieszaniny reakcyjnej do analizy wybranego SNP technikg ,,real-time PCR”

Mieszanina
Probe qPCR MMx 2x (Promega) 2,5 ul
TagMan Assay 40x (App. Biosys) 0,125 pl
Woda 1,375 ul
DNA (25 ng/ pl) 1 ul

Analiza zostata przeprowadzona na aparacie LightCycler 480, Roche w warunkach przedstawio-
nych w tabeli 3.

Tabela 3 Warunki analizy wybranych SNP-6w technika ,real-time PCR” w aparacie LightCycler 480, Roche

Nazwa Temperatura . e Odczyt
Program cyklu oC Czas Liczba cykli danych
Inkubacja HotStart 95 10 min 1 -
Amplifikacjai _Denaturacja 95 10 sek -
gromadzenie Annealing 52 30 sek 50-55 jednorazowo
danych Wydluzanie 72 10 sek -
Chlodzenie Chlodzenie 40 30 sek - -
Denaturacja 95 1 sek - -
. Chlodzenie 40 30 sek -
Kompresja Przez caly
kolor6ow Hybrydyzacja 80 - 1 odczyt/°C czas y
Chlodzeme 40 45 sek - -
Chlodzenie Chlodzenie 40 30 sek - -
Statystyka

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

Grupy I-IV utworzono w zaleznosci od stezen arsenu we krwi poprzez podziat na ¢wiartki (o bar-
dzo zblizonej liczebnosci) osdb zdrowych tworzacych dla danego narzadu i pici grupe kontrolna.
Wyniki

Analiza otrzymanych wynikow wykazata istotng zalezno$¢ miedzy prawdopodobienstwem wysta-
pienia jelita grubego u kobiet a stezeniem arsenu we krwi oraz ocena genotypu GPX1 (rs 1050450).

Rak jelita grubego

Stwierdzono istotng statystycznie zalezno$¢ pomiedzy stezeniem arsenu a prawdopodobien-
stwem wystapienia raka jelita grubego u kobiet (juz bez dodatkowej oceny wybranych genotypow).

Nie stwierdzono istotnej statystycznie zaleznosci pomiedzy stezeniem arsenu a prawdopodobien-
stwem wystapienia raka jelita grubego u mezczyzn. Wyniki przedstawiono w ponizszych tabelach.
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Tabela 4 Czestotliwos¢ wystepowania raka jelita grubego u kobiet w zaleznosci od stezenia arsenu we krwi

Grupa Stezenie As pg/l Chore Zdrowe

I <0,65 38 21
I 0,66-0,84 15 20
Il 0,85-1,3 18 21
v >1,3 21 24

38i21vs54i65
OR=2,2, p= 0,018, 95%CI: 1,1-4,1

Tabela 5 Czestos¢ wystepowania raka jelita grubego u mezczyzn w zaleznosci od stezenia arsenu we krwi

Grupa Stezenie As ug/l Chore Zdrowe

| <0,55 25 19
11 0,55-0,69 22 16
III 0,70-1,19 30 20
v >1,2 30 15

Stwierdzono istotny zwigzek miedzy wystepowaniem genotypu CC w genie GPX1 rs1050450
i stezeniem arsenu we krwi a prawdopodobiernistwem wystapienia raka jelita grubego u kobiet. Kobiety
ze stezeniem arsenu we krwi < 0,65 pg/l oraz z genotypem CC w genie GPX1 wykazujag istotnie po-
nad 15-krotnie zwiekszong czestos¢ wystepowania raka jelita grubego (¢wiartka | vs II-IV: OR = 15,2,
p<0,0001; 95%CI: 3,2-72,4).
Tabela 6 Czestos¢ wystepowania raka jelita grubego u kobiet w zaleznosci od stezenia As dla geno-
typu CC w genie GPX1

Grupa Stezenie As ng/l Chore Zdrowe

I <0,65 19 2
11 0,66-0,84 5 10
111 0,85-1,3 6 9
IAY >1.3 9 13
19i2vs20i32

OR=15,2, p<0,0001; 95%Cl: 3,2-72,4
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb okreslenia prawdopodobienstwa wystapienia raka jelita grubego u kobiet, znamienny
tym, Zze obejmuje iloSciowg ocene zawartosci arsenu we krwi petnej oraz wystepowanie ge-
notypu GPX1 rs1050450 osoby badanej, przy czym kombinacja stezenia arsenu <0,65 ug/|
z wystepowaniem genotypu CC w genie GPX1 wskazuje na ponad 15-krotnie podwyzszong
czestos¢ wystepowania raka jelita grubego.

2. Sposéb wg zastrz. 1, znamienny tym, ze probke materiatu biologicznego stanowi krew zylna
oraz DNA.

3. Sposob wg zastrz. 1, znamienny tym, Zze stezenie As w probce oznacza sie przez bezpo-
$redni pomiar As we krwi zylnej.

4. Sposéb wg zastrz. 1, znamienny tym, Zze testowanie DNA jest wykonywane przy pomocy
konwencjonalnej techniki bezposredniego wykrywania zmian takich jak sekwencjonowanie
lub przy pomocy jakiejkolwiek konwencjonalnej techniki bezposredniego wykrywania zmian
wyselekcjonowanych.
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