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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy sposobu okreslania ryzyka zachorowania na raka u pacjentki nalezgcej do
populacji polskiej, ktéry to sposéb bazuje na badaniach genetycznych i jednoczesnym ustalaniu po-
ziomu kadmu we krwi.

Wiadomo, ze do czynnikéw karcynogennych nalezg miedzy innymi metale ciezkie takie jak kadm
(Cd), otéw (Pb) czy rteé (Hg). Wedtug klasyfikacji miedzynarodowej agencji do badan nad rakiem (IARC,
ang. International Agency for Cancer Research) kadm i jego zwigzki zostaty okreS$lone jako bez-
wzgledne ludzkie karcynogeny — grupa 1 [1].

Niekorzystne dziatanie kadmu i jego zwigzkéw moze prowadzi¢ do chordb 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 [2]. Toksyczne dziatanie kadmu wynika z jego wptywu na wiele proceséw: zaburzanie
przeptywu elektronéw w tancuchu oddechowym [3], wypieranie i zastepowanie innych metali w metalo-
enzymach oddziatujgcych na metabolizm biatek, kwaséw ttuszczowych, fosfolipidow, weglowodanéw
i kwasow nukleinowych [4, 5], ostabianie dziatania mechanizméw antyoksydacyjnych [6], a takze wcho-
dzenie w reakcje z grupami tiolowymi biatek enzymatycznych [7]. Karcynogenne dziatanie kadmu jest
takze konsekwencijg indukcji stresu oksydacyjnego [8]. Kadm moze bezposrednio uszkadzac nici DNA,
hamowac naprawe DNA, wigzac¢ sie z zasadami kwasu nukleinowego, zaburza¢ podziat komérki, ha-
mowac synteze glutationu oraz hamowac¢ metylacje [8]. Liczne prace opisujg zwiekszone stezenia
kadmu w materiale biologicznym oséb, ktére zachorowaty na nowotwor zto$liwy prostaty [9, 10], nerki
[11], pecherza moczowego [12, 13], trzustki [14, 15] i piersi [16, 17]. Ponadto, nalezy nadmienié iz kadm
zaliczany jest do grupy zwigzkéw nazywanych metaloestrogenami. Szereg prac wykazuje zdolno$é
kadmu do aktywacji receptora estrogenowego zaréwno in vitro jak i in vivo [18]. Jak dotad, nie opubli-
kowano prac prospektywnych, w ktérych oceniano by stezenie kadmu jako czynnika ryzyka u kobiet
z mutacjg w genie BRCA1.

Celem wynalazku jest dostarczenie testu diagnostycznego, ktéry pozwalatby na zréznicowanie
grupy nosicielek mutacji genu BRCA1, a zwtaszcza wyodrebnienie grupy pacjentek, u ktérych ryzyko
zachorowania na raka jest wyjgtkowo wysokie, nawet w poréwnaniu z innymi nosicielkami mutacji genu
BRCA1. Kolejnym celem wynalazku jest dostarczenie testu diagnostycznego, ktéry pozwalatby na wy-
odrebnienie podgrupy pacjentek, u ktérych ryzyko zachorowania na raka jest wzglednie niskie, w po-
réwnaniu z innymi nosicielkami mutacji genu BRCA1. Nieoczekiwanie okazato sie, ze stezenia kadmu
we krwi jest markerem ryzyka rakéw u kobiet, nosicielek mutacji w obrebie genu BRCA1. Warto$¢ tego
ryzyka jest rézna w zaleznoéci od wieku badanej kobiety.

Przedmiotem wynalazku jest sposdb okre$lania ryzyka zachorowania na raka charakteryzujgcy
sie tym, ze w probce krwi zylnej pobranej od pacjentki bedgcej nosicielkg konstytucyjnej mutacji BRCA1
skorelowanej z podwyzszonym ryzykiem raka piersi, okres$la sie zawarto$¢ kadmu, przy czym w przy-
padku pacjentki ponizej 51 roku zycia:

— ryzyko zachorowania na raka uznaje sie za znaczgco podwyzszone przy zawartosci kadmu
odpowiadajacej wysokiemu stezeniu kadmu we krwi wynoszacemu powyzej 0,32 pg/l,

— ryzyko zachorowania na raka uznaje sie za znaczgco obnizone przy zawarto$ci kadmu odpo-
wiadajgcej niskiemu stezeniu kadmu we krwi wynoszgcemu ponizej 0,32 g/,
przy czym ryzyko rozwoju raka u pacjentki ze znaczgco podwyzszonym ryzykiem jest ponad oSmiokrot-
nie zwiekszone w pordéwnaniu z ryzykiem u pacjentki ze znaczgco obnizonym ryzykiem.

Korzystnie, probke materiatu biologicznego stanowi krew zylna.

Korzystnie, stezenie kadmu w prébce oznacza sie przez bezposredni pomiar kadmu we krwi
zylnej.

Protokét badan

Grupa badana zostata wybrana spoérdd oséb, ktérych materiat znajduje sie w biobanku naszego
osrodka. Pacjentki, ktére zgtosity sie w latach 2010-2016 do Onkologicznej Poradni Genetycznej przy
Szpitalu Klinicznym Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, byty zapraszane do oddania
prébki krwi w celu biobankowania i podpisywaty zgode na przechowywanie i wykorzystywanie materiatu
w celach naukowych. Prébki krwi byly pobierane w godzinach 8-14, a pacjentki byly poinformowane
0 konieczno$ci bycia na czczo przez co najmniej 4 godziny przed pobraniem. Dla wiekszoéci pacjentek
prébka 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 kadmu.
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Grupa badana liczyta 455 0s6b, u ktérych oznaczono stezenie kadmu we krwi a nastepnie pod-
dano obserwacji przez $rednio 38 miesiecy (zakres: 12-78). Po uptywie tego czasu powstatg kohorte
prospektywng poddano analizie pod wzgledem czestosci zachorowania na nowotwory ztosliwe. Spo-
$rod grupy 455 wyjsciowo zdrowych oséb, po okresie obserwacji wytoniono 32 kobiety z rakiem o réznej
lokalizacji narzgdowej (rak piersi i/lub jajnika: 22, otrzewne;j: 1, jajnika: 8, oraz szyjki macicy: 1). Cha-
rakterystyke obu grup przedstawiono w tabeli 1 [Tabela 1].

T abela 1. Charakterystyka grupy badanych kobiet.

Srednia Chorzy Zdrowi
Wick 42,75 lat 39,94 1at
Stezenie kadmu 0,75 pg/ 0,65 pg/l
Wykonany zabieg
6 0s0b (19,75%) 114 0s6b (26,95%)
adnckscktomii

Stosowana hormonalna
11 0sob (34,38%) 1720s6b (40,66%)
antykoncpecja

Stosowana hormonalna
5 osob (15,63%) 90 0s6b (21,28%)

terapia zastepcza

Materiat

Materiat do badan stanowita krew zylna pobrana na czczo od zdrowych nosicielek mutacji w genie
BRCA1.

Pomiar stezenia kadmu

Stezenie Cd we krwi petnej oceniano stosujgc technike ICP-MS (Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry). Pomiary byly walidowane przez zastosowanie materiatu referencyjnego (Sero-
norm Trace Elements Whole Blood L-1, Sero™, Billingstad, Norway - liofilizowanej ludzkiej krwi petnej).
Materiat referencyjny mierzony byt co 8 prébek, w celu zachowania jako$ci oznaczen. Doktadno$é po-
miaru wynosita +/- 10% ng Cd. Do korekcji dryfu aparatu i wptywu matrycy stosowany byt wzorzec
wewnetrzny w postaci roztworu rodu. Do walidacji techniki pomiaréw zastosowano nastepujgce mate-
riaty referencyjne ClinCheck (Recipe, Niemcy), NIST 955c¢ (National Institute of Standards and Techno-
logy, Stany Zjednoczone) oraz BCR 634 (European Commission, Community Bureau of Reference). Sg
to standardy odniesienia powszechnie stosowane w spektrometrii, pozwalajgce na potwierdzenie pre-
cyzji, czutosSci i specyfiki pomiaru.

Statystyka

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

Wyniki

Analiza otrzymanych wynikdéw wykazata istnienie zalezno$ci miedzy stezeniem Cd we krwi petnej
a ryzykiem rakéw wsréd kobiet bedacych nosicielkami mutacji w genie BRCAA1.

Kobiety posiadajgce wysokie stezenia kadmu odznaczaty sie ponad trzykrotnie wyzszym ryzy-
kiem wystgpienia nowotworu zto$liwego: badanie kwartyli (kwartyl Il + kwartyl Il + kwartyl IV vs. kwartyl |
+; OR=3,40; p=0,0346; 95%CI:1,014-11,377) [Tabela 2].
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Kwartyl Zakres st¢zen [pg/l] Chorzy Zdrowi
| 0.02-0.33 3 110
11 0.33-0.47 13 101
111 0.47-0,74 6 108
\Y 0.75-4,61 10 104

Badanie zakresow: kobiety posiadajgce stezenie kadmu powyzej 0,32 wykazywaty tendencje do
znaczagco podwyzszonego ryzyka rozwoju raka w poréwnaniu do kobiet z niskimi stezeniami
(OR=3,232; p=0,0520; 95%CI: 0,9647-10,8300) [Tabela 3].

Tabela 3. Czestosé rakéw w zaleznosci od stezenia kadmu wsréd kobiet

Grupa Zakres stezen Chorzy Zdrowi
I <0,32 3 106
11 >0.32 29 317

Kobiety ponizej 51 roku zycia, posiadajgce stezenie kadmu powyzej 0,32 pg/l odznaczaty sie
ponad o$miokrotnie zwiekszonym ryzykiem rozwoju raka w poréwnaniu do kobiet z niskim stezeniem
kadmu (OR=8,295; p=0,0125; 95%Cl:1,102-62,457) [Tabela 4].

Tabela 4. Czestosé rakéw w zaleznosci od stezenia kadmu wsréd kobiet ponizej 50 roku zycia

Grupa Zakres stezen [ng/l] Chorzy Zdrowi
1 <0,32 ] 92
11 > 0,32 22 244

Podsumowanie

Na podstawie otrzymanych wynikéw zwiekszone ryzyko rakéw stwierdza sie dla kobiet ze steze-
niem kadmu we krwi powyzej 0,32 ug/l. Korelacja ta nasilona jest u nosicielek mutacji w BRCA1 w wieku

ponizej 51 lat.
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Zastrzezenia patentowe

. Sposo6b okre$lania ryzyka zachorowania na raka w populacji polskiej, znamienny tym, ze
w probce krwi zylnej pobranej od pacjentki bedgcej nosicielkg konstytucyjnej mutacji BRCA1
skorelowanej z podwyzszonym ryzykiem raka piersi, okres$la sie zawarto$¢ kadmu, przy czym
w przypadku pacjentki ponizej 51 roku zycia:

— ryzyko zachorowania na raka uznaje sie za znaczgco podwyzszone przy zawartosci kadmu
odpowiadajgcej wysokiemu stezeniu kadmu we krwi wynoszgcemu powyzej 0,32 ng/l,
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— ryzyko zachorowania na raka uznaje sie za znaczgco obnizone przy zawarto$ci kadmu od-
powiadajgcej niskiemu stezeniu kadmu we krwi wynoszgcemu ponizej 0,32 ng/l,

przy czym ryzyko rozwoju raka u pacjentki ze znaczgco podwyzszonym ryzykiem jest ponad
o$miokrotnie zwiekszone w poréwnaniu z ryzykiem u pacjentki ze znaczaco obnizonym ryzy-
kiem.

. Sposo6b wg zastrzezenia 1, znamienny tym, ze probke materiatu biologicznego stanowi krew
zylna.

. Sposo6b wg zastrzezenia 1 albo 2, znamienny tym, ze stezenie kadmu w prébce oznacza sie
przez bezposredni pomiar kadmu we krwi zylnej.



