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Opis wynalazku
Wynalazek dotyczy sposobu określania ryzyka zachorowania na raka u pacjentki należącej do 

populacji polskiej, który to sposób bazuje na badaniach genetycznych i jednoczesnym ustalaniu po­
ziomu kadmu we krwi.

Wiadomo, że do czynników karcynogennych należą między innymi metale ciężkie takie jak kadm 
(Cd), ołów (Pb) czy rtęć (Hg). Według klasyfikacji międzynarodowej agencji do badań nad rakiem (IARC, 
ang. International Agency for Cancer Research) kadm i jego związki zostały określone jako bez­
względne ludzkie karcynogeny - grupa 1 [1].

Niekorzystne działanie kadmu i jego związków może prowadzić do chorób nerek, sercowo-na- 
czyniowych, nadciśnienia, anemii, uszkodzeń wątroby, zaburzeń funkcjonowania narządów płciowych, 
zaburzeń układu immunologicznego, niedoborów żelaza, miedzi i cynku, a także rozwinięcia choroby 
nowotworowej [2]. Toksyczne działanie kadmu wynika z jego wpływu na wiele procesów: zaburzanie 
przepływu elektronów w łańcuchu oddechowym [3], wypieranie i zastępowanie innych metali w metalo- 
enzymach oddziałujących na metabolizm białek, kwasów tłuszczowych, fosfolipidów, węglowodanów 
i kwasów nukleinowych [4, 5], osłabianie działania mechanizmów antyoksydacyjnych [6], a także wcho­
dzenie w reakcje z grupami tiolowymi białek enzymatycznych [7]. Karcynogenne działanie kadmu jest 
także konsekwencją indukcji stresu oksydacyjnego [8]. Kadm może bezpośrednio uszkadzać nici DNA, 
hamować naprawę DNA, wiązać się z zasadami kwasu nukleinowego, zaburzać podział komórki, ha­
mować syntezę glutationu oraz hamować metylację [8]. Liczne prace opisują zwiększone stężenia 
kadmu w materiale biologicznym osób, które zachorowały na nowotwór złośliwy prostaty [9, 10], nerki 
[11], pęcherza moczowego [12, 13], trzustki [14, 15] i piersi [16, 17]. Ponadto, należy nadmienić iż kadm 
zaliczany jest do grupy związków nazywanych metaloestrogenami. Szereg prac wykazuje zdolność 
kadmu do aktywacji receptora estrogenowego zarówno in vitro jak i in vivo [18]. Jak dotąd, nie opubli­
kowano prac prospektywnych, w których oceniano by stężenie kadmu jako czynnika ryzyka u kobiet 
z mutacją w genie BRCA1.

Celem wynalazku jest dostarczenie testu diagnostycznego, który pozwalałby na zróżnicowanie 
grupy nosicielek mutacji genu BRCA1, a zwłaszcza wyodrębnienie grupy pacjentek, u których ryzyko 
zachorowania na raka jest wyjątkowo wysokie, nawet w porównaniu z innymi nosicielkami mutacji genu 
BRCA1. Kolejnym celem wynalazku jest dostarczenie testu diagnostycznego, który pozwalałby na wy­
odrębnienie podgrupy pacjentek, u których ryzyko zachorowania na raka jest względnie niskie, w po­
równaniu z innymi nosicielkami mutacji genu BRCA1. Nieoczekiwanie okazało się, że stężenia kadmu 
we krwi jest markerem ryzyka raków u kobiet, nosicielek mutacji w obrębie genu BRCA1. Wartość tego 
ryzyka jest różna w zależności od wieku badanej kobiety.

Przedmiotem wynalazku jest sposób określania ryzyka zachorowania na raka charakteryzujący 
się tym, że w próbce krwi żylnej pobranej od pacjentki będącej nosicielką konstytucyjnej mutacji BRCA1 
skorelowanej z podwyższonym ryzykiem raka piersi, określa się zawartość kadmu, przy czym w przy­
padku pacjentki poniżej 51 roku życia:

- ryzyko zachorowania na raka uznaje się za znacząco podwyższone przy zawartości kadmu 
odpowiadającej wysokiemu stężeniu kadmu we krwi wynoszącemu powyżej 0,32 pg/l,

- ryzyko zachorowania na raka uznaje się za znacząco obniżone przy zawartości kadmu odpo­
wiadającej niskiemu stężeniu kadmu we krwi wynoszącemu poniżej 0,32 pg/l, 
przy czym ryzyko rozwoju raka u pacjentki ze znacząco podwyższonym ryzykiem jest ponad ośmiokrot­
nie zwiększone w porównaniu z ryzykiem u pacjentki ze znacząco obniżonym ryzykiem.

Korzystnie, próbkę materiału biologicznego stanowi krew żylna.
Korzystnie, stężenie kadmu w próbce oznacza się przez bezpośredni pomiar kadmu we krwi 

żylnej.
Protokół badań
Grupa badana została wybrana spośród osób, których materiał znajduje się w biobanku naszego 

ośrodka. Pacjentki, które zgłosiły się w latach 2010-2016 do Onkologicznej Poradni Genetycznej przy 
Szpitalu Klinicznym Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, były zapraszane do oddania 
próbki krwi w celu biobankowania i podpisywały zgodę na przechowywanie i wykorzystywanie materiału 
w celach naukowych. Próbki krwi były pobierane w godzinach 8-14, a pacjentki były poinformowane 
o konieczności bycia na czczo przez co najmniej 4 godziny przed pobraniem. Dla większości pacjentek 
próbka była pobrana tylko raz, ale w niektórych przypadkach również więcej razy przy okazji kolejnych 
wizyt. Próbkę krwi przechowywano w -80°C do momentu oznaczenia stężenia kadmu.
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Grupa badana liczyła 455 osób, u których oznaczono stężenie kadmu we krwi a następnie pod­
dano obserwacji przez średnio 38 miesięcy (zakres: 12-78). Po upływie tego czasu powstałą kohortę 
prospektywną poddano analizie pod względem częstości zachorowania na nowotwory złośliwe. Spo­
śród grupy 455 wyjściowo zdrowych osób, po okresie obserwacji wyłoniono 32 kobiety z rakiem o różnej 
lokalizacji narządowej (rak piersi i/lub jajnika: 22, otrzewnej: 1, jajnika: 8, oraz szyjki macicy: 1). Cha­
rakterystykę obu grup przedstawiono w tabeli 1 [Tabela 1],

Tabela 1. Charakterystyka grupy badanych kobiet.
Średnia Chorzy Zdrowi

Wiek 42,75 lat 39,94 lat

Stężenie kadmu 0,75 pg/l 0,65 pg/l

Wykonany zabieg 

adnckscktomii
6 osób (19,75%) 114 osób (26,95%)

Stosowana hormonalna 

antykoncpecja
11 osób (34,38%) 172osób (40,66%)

Stosowana hormonalna 

terapia zastępcza
5 osób (15,63%) 90 osób (21,28%)

Materiał
Materiał do badań stanowiła krew żylna pobrana na czczo od zdrowych nosicielek mutacji w genie 

BRCA1.
Pomiar stężenia kadmu
Stężenie Cd we krwi pełnej oceniano stosując technikę ICP-MS (lnductively Coupled Plasma 

Mass Spectrometry). Pomiary były walidowane przez zastosowanie materiału referencyjnego (Sero- 
norm Tracę Elements Whole Blood L-1, Sero™, Billingstad, Norway - liofilizowanej ludzkiej krwi pełnej). 
Materiał referencyjny mierzony był co 8 próbek, w celu zachowania jakości oznaczeń. Dokładność po­
miaru wynosiła +/- 10% μg Cd. Do korekcji dryfu aparatu i wpływu matrycy stosowany był wzorzec 
wewnętrzny w postaci roztworu rodu. Do walidacji techniki pomiarów zastosowano następujące mate­
riały referencyjne ClinCheck (Recipe, Niemcy), NIST 955c (National Institute of Standards and Techno­
logy, Stany Zjednoczone) oraz BCR 634 (European Commission, Community Bureau of Reference). Są 
to standardy odniesienia powszechnie stosowane w spektrometrii, pozwalające na potwierdzenie pre­
cyzji, czułości i specyfiki pomiaru.

Statystyka
Różnice w częstościach pomiędzy analizowanymi grupami oceniano przy pomocy Testu Zgod­

ności Fishera.
Wyniki
Analiza otrzymanych wyników wykazała istnienie zależności między stężeniem Cd we krwi pełnej 

a ryzykiem raków wśród kobiet będących nosicielkami mutacji w genie BRCA1.
Kobiety posiadające wysokie stężenia kadmu odznaczały się ponad trzykrotnie wyższym ryzy­

kiem wystąpienia nowotworu złośliwego: badanie kwartyli (kwartyl II + kwartyl III + kwartyl IV vs. kwartyl I 
+; OR=3,40; p=0,0346; 95%CI:1,014-11,377) [Tabela 2],
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Tabela 2. Częstość raków w zależności od stężenia kadmu wśród kobiet
Kwartyl Zakres stężeń |pg/l| Chorzy Zdrowi

I 0,02-0,33 3 110

II 0,33-0,47 13 101

III 0,47-0,74 6 108

IV 0,75-4,61 10 104

Badanie zakresów: kobiety posiadające stężenie kadmu powyżej 0,32 wykazywały tendencję do 
znacząco podwyższonego ryzyka rozwoju raka w porównaniu do kobiet z niskimi stężeniami 
(OR=3,232; p=0,0520; 95%CI: 0,9647-10,8300) [Tabela 3],

Tabela 3. Częstość raków w zależności od stężenia kadmu wśród kobiet
Grupa Zakres stężeń Chorzy Zdrowi

I <0,32 3 106

II > 0.32 29 317

Kobiety poniżej 51 roku życia, posiadające stężenie kadmu powyżej 0,32 μg/l odznaczały się 
ponad ośmiokrotnie zwiększonym ryzykiem rozwoju raka w porównaniu do kobiet z niskim stężeniem 
kadmu (OR=8,295; p=0,0125; 95%CI:1,102-62,457) [Tabela 4],

Tabela 4. Częstość raków w zależności od stężenia kadmu wśród kobiet poniżej 50 roku życia

Grupa Zakres stężeń [pg/l| Chorzy Zdrowi

I < 0,32 1 92

II > 0,32 22 244

Podsumowanie
Na podstawie otrzymanych wyników zwiększone ryzyko raków stwierdza się dla kobiet ze stęże­

niem kadmu we krwi powyżej 0,32 μg/l. Korelacja ta nasilona jest u nosicielek mutacji w BRCA1 w wieku 
poniżej 51 lat.
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Zastrzeżenia patentowe

1. Sposób określania ryzyka zachorowania na raka w populacji polskiej, znamienny tym, że 
w próbce krwi żylnej pobranej od pacjentki będącej nosicielką konstytucyjnej mutacji BRCA1 
skorelowanej z podwyższonym ryzykiem raka piersi, określa się zawartość kadmu, przy czym 
w przypadku pacjentki poniżej 51 roku życia:- ryzyko zachorowania na raka uznaje się za znacząco podwyższone przy zawartości kadmu 

odpowiadającej wysokiemu stężeniu kadmu we krwi wynoszącemu powyżej 0,32 ug/l,
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- ryzyko zachorowania na raka uznaje się za znacząco obniżone przy zawartości kadmu od­
powiadającej niskiemu stężeniu kadmu we krwi wynoszącemu poniżej 0,32 μο/Ι,

przy czym ryzyko rozwoju raka u pacjentki ze znacząco podwyższonym ryzykiem jest ponad 
ośmiokrotnie zwiększone w porównaniu z ryzykiem u pacjentki ze znacząco obniżonym ryzy­
kiem.

2. Sposób wg zastrzeżenia 1, znamienny tym, że próbkę materiału biologicznego stanowi krew 
żylna.

3. Sposób wg zastrzeżenia 1 albo 2, znamienny tym, że stężenie kadmu w próbce oznacza się 
przez bezpośredni pomiar kadmu we krwi żylnej.


