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Opis wynalazku

Mangan (Mn) jest niezbednym skfadnikiem odzywczym biorgcym udziat w prawidtowym funkcjo-
nowaniu uktadu odpornosciowego, regulacji poziomu cukru we krwi i energii komérkowej, rozmnazania,
trawienia, wzrostu kosci, krzepniecia krwi i homeostazy oraz obrony przed reaktywnymi formami tlenu.
Funkcje petnione przez metaloproteiny manganu obejmujg oksyreduktazy, transferazy, hydrolazy, liazy,
izomerazy oraz ligazy. [1] Dziata jako kofaktor dla r6znych enzyméw, w tym arginazy, syntetazy gluta-
miny (GS), karboksylazy pirogronianowej i dysmutazy ponadtlenkowej Mn (Mn-SOD) [2]. Mangan ma
tendencje do odktadania sie w watrobie, trzustce, kosciach oraz mézgu [2].

Gtéwnym zrédtem manganu dla ludzi jest pozywienie. Najwyzszg zawartoscig tego pierwiastka cha-
rakteryzujg sie nastepujgce produkty: ryz, orzechy (laskowe, migdaty, pekan), zboza (kietki pszenicy, owies,
otreby), czekolada, herbata, maize, ro$liny strgczkowe, owoce, szpinak, nasiona (siemie Iniane, sezam,
pestki dyni, stonecznik, orzeszki pini) oraz przyprawy takie jak chili, czosnek, gozdziki czy szafran [1,2].

W literaturze mozna znalez¢é badania opisujgce korelacje pomiedzy stezeniem Mn w surowicy
a ryzykiem raka piersi oraz jelita grubego. Rihwa Choi i wsp. wykazali, ze u pacjentek z rakiem piersi,
jest istotnie wyzsze stezenie manganu w surowicy w poréwnaniu do kobiet zdrowych [3]. W innym ba-
daniu przeprowadzonym przez Milde i wsp. wykazano, ze chorzy z rakiem jelita grubego majg réwniez
wyzsze stezenia Mn w surowicy w poréwnaniu do os6b zdrowych [4]. Przytoczone badania majg jednak
charakter retrospektywny, co powoduje, ze nie sg one wiarygodne dla stwierdzenia, ze mangan jest
markerem ryzyka zachorowania na raka.

Aktualnie nie ma natomiast zadnych opublikowanych prac odnoszgcych sie do korelacji pomiedzy
stezeniem Mn w surowicy a przezyciami chorych kobiet z rakiem piersi.

Protokét badan

Grupa badana

Do badan wigczono 538 pacjentek (283 pacjentki Samodzielnych Publicznych Szpitali Klinicz-
nych nr 1/2 oraz 255 pacjentek Zachodniopomorskiego Centrum Onkologii) ze zdiagnozowanym i po-
twierdzonym histopatologicznie rakiem piersi. Od kazdej pacjentki wtgczonej do badania uzyskano $wia-
domg zgode na udziat w badaniu, pobrano prébke krwi oraz uzyskano dane rodowodowo-kliniczne.
Krew zostata zebrana w latach 2009-2015 w momencie diagnozy raka piersi jednak przed rozpocze-
ciem leczenia. Pacjentki byly poinformowane o konieczno$ci bycia na czczo przez co najmniej 4 godziny
przed pobraniem. W 2020 roku zebrano informacje o zgonach w trakcie obserwacji prospektywnej. Uzy-
skano jg z Departamentu Ewidencji Pafistwowych Ministerstwa Cyfryzacji. Sredni okres obserwacji dla
pacjentek zyjgcych wyniost 9 lat (zakres 5-12 lat). Charakterystyka grupy zostata przedstawiona w Ta-
beli 1.

Tabela 1 Charakterystyka grupy

R T R IR R T R R

- Srednia wieku (zakres) 55,87 (25-85) 61,07 (28-91)

Palenie papierosow %
-obecnic 89 (21,3%) 26 (21,5%)
-w przeszlosci 112 (26,9%) 27 (22,3%)
-nigdy 206 (49,4%) 65 (30,7%)
| -brak danych e 1024%) 3(14%) o]
Receptor estrogenowy
-dodatni 287 (68,8%) 79 (63,3%)
-ujemny 114 (27,3%) 32 (26,4%)
-brak danych_ 16 (3,8%) 10 (8,26%)
Leczenie
-chemioterapia 211 (50,6%) 65 (53,7%)
-radioterapia 244 (58,5%) 56 (46,3%)
-tamoxifen 282 (67,6%) 79 (65.3%)
‘Mutacja w genie BRCA1 50 (12%) 11 (9.1%)
Rodzaj operacji
-mastektomia 261 (62.6%) 82 (67,8%)
-lumpektomia 131 (31,4%) 17 (14%)
-brak danych 25 (6%) 22 (18,2%)
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Materiat

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

Metoda oznaczania zawarto$ci manganu w surowicy
1.1 Aparat

Do okreslenia zawartosci manganu wykorzystana zostata technika spektrometrii mas z wzbudze-
niem w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP-MS). Do wykonania pomiaru wykorzystano spektrometr
mas NexION 350D (PerkinElmer). Wykorzystanie ICP-MS pozwala uzyskac¢ limity detekcji < 0,1 pg/l.
Podczas prowadzenia oznaczen populacji nieeksponowanej zawodowo na metale iich zwigzki, czuto$¢
aparatury odgrywa kluczowa role.

1.2 Przygotowanie do pomiaru

Zebrane proby surowicy, zostaty rozmrozone z temperatury -80°C do temperatury pokojowe;j,
w dniu wykonywania analiz. Kazda prébka zostata dokfadnie wymieszana przy uzyciu worteksu w celu
uzyskania mozliwie najwiekszej homogennos$ci materiatu. Probki krwi zostaty rozcienczone w stosunku
1:30 (50 pl surowicy : 1450 pl buforu).

Z uwagi na specyfike pomiaru do rozcienczen zastosowano roztwér wodorotlenku tetrametylo-
amonowego (TMAH). W celu lepszej dyspersji rozpuszczonych sktadnikow surowicy zastosowano do-
datek niejonowego surfaktantu w postaci Trytonu X-100. Wykorzystanie tego zwigzku nie tylko utatwia
rozpuszczanie m.in. biatek ale takze przyczynia sie do szybszego wyptukiwania probki z uktadu wpro-
wadzenia spektrometru. Uwzgledniajgc efekt matrycy oraz dryf aparatu uzyty zostat standard we-
wnetrzny w postaci rodu (103Rh). Do uzyskania stabilnosci jonéw metali rozpuszczonych w roztworze
zastosowany zostat dodatek kwasu wersenowego (EDTA). Dodatkowo, z racji zawarto$ci zwigzkéw za-
wierajgcych wegiel, zastosowano dodatek butanolu do wszystkich roztworéw w celu niwelacji efektu
zwigzanego ze znaczng iloscig wegla w badanej probie.

1.3 Warunki pomiaru

Wszystkie oznaczenia przeprowadzono z wykorzystaniem kwadrupolowej celi reakcyjnej spek-
trometru w tzw. trybie KED (ang. Kinetic Energy Discrimination) aparatu NexION 350D (PerkinElmer)
z amoniakiem jako gazem reakcyjnym. Laboratorium jest cztonkiem programu zewnetrznej kontroli ja-
kosci (QMEQAS) organizowanym przez Centre du Toxicologie de Quebec.

1.4 Walidacja pomiaréw

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

Statystyka

Do analizy przezycia zastosowano metode regresji Cox'a oraz krzywg Kaplan-Meier.

Wyniki

Analiza otrzymanych wynikow wykazata korelacje miedzy stezeniem manganu w surowicy a ry-
zykiem zgonu kobiet z rakiem piersi.

Kobiety ze zdiagnozowanym rakiem piersi, u ktérych stezenie manganu w surowicy zawiera sie
w przedziale 0,36—0,97 pg/l, wykazujg istotnie ponad 1,5 krotnie zwiekszone ryzyko zgonu w poréw-
naniu do pozostatych kobiet (p.value: 0,01; HR: 1,66; 95%CI: 1,13-2,45) (Tabela 2). Kobiety ze zdia-
gnozowanym rakiem piersi, u ktorych stezenie manganu w surowicy zawiera sie w przedziale
1-10 pg/l, wykazujg istotnie ponad 1,5 krotnie zmniejszone ryzyko zgonu w odniesieniu do pozosta-
tych kobiet (p.value: 0,01; HR: 1,55; 95%CI: 1,09-2,20) (Tabela 2).
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Tabela 2. Czestosé zgondéw w zaleznosci od stezenia manganu w surowicy u kobiet z rakiem piersi.

0,36-0,80 9% 39 157 008 0,95-2,6

B 0,81-0,97 9% Y 1,72 003 105283 |
ur . 098121 105 25  Ref Ref. Ref. ,
v 1,20-33,73 104 30 1,27 0,38 0,74-2,15 |
; Grupy I-11 vs. TII-IV

1 036097 192 81 1,65 0,01 1,13-245
g 0,98-33,73 200 55 Ref. Ref. Ref.

',_ Wybrane zakresy

I 1,0-10,0 197 49 Ref. Ref, Ref,

1 <1&>10 204 87 155 0,01* 100220 |

*wynik istotny statystycznie

Kobiety powyzej 50 roku zycia, u ktérych zdiagnozowano nowotwdér ztoSliwy piersi, wykazujg istot-
nie ponad 1,5 krotnie zmniejszone ryzyko zgonu, jesli ich stezenie manganu w zawiera sie w prze-
dziale 0,97-33,73 ug/l (p.value: 0,01; HR: 1,66; 95%Cl: 1,12-2,45) (Tabela 3). Kobiety powyzej 50 roku
zycia, u ktérych zdiagnozowano nowotwor zto$liwy piersi, wykazujg blisko 2 krotnie obnizone ryzyko
zgonu w przypadku, gdy ich stezenie manganu znajduje si¢ w przedziale 1-10 pg/l (p.value: 0,005;
HR: 1,79; 95%Cl. 0,37-0,84) (Tabela 3).

Tabela 3. Czesto$¢ zgonéw w zaleznosci od stezenia manganu w surowicy u kobiet z rakiem
piersi powyzej 50 roku zycia.

I 0,36-0,80 67 32 1,72 0,06 0,98-3,01
T 081-0,97 67 34 1,83 0,03* 1,05-3,18 |
I 0,99-1,21 79 20 Ref. Ref. Ref. i
v 1,22-33,73 78 21 1,15 0,66 0,62-2,12

] Grupy I-I vs, I1I-IV |
i1 0,36-0,97 134 66 1,66 0,01* 1,12-2,45

1 0983373 157 S  Ref. Ref.  Ref |
L - ‘Wybrane zakresy “ .

1 1,0-10,0 148 36 L9 0,005* 0,37-0,84
1l <1&>10 143 71 Ref.  Ref. Ref.

*wynik istotny statystycznie

Figura 1 i 2 stanowigce zatgczniki do opisu zgtoszenia patentowego.

Figura 1. Prawdopodobienstwo przezycia kobiet chorych na raka piersi w obserwacji po-
nad 10-letniej (wybrane zakresy stezeih manganu w surowicy: < 1;1-10; > 10 ug/l).

Figura 2. Prawdopodobienstwo przezycia kobiet powyzej 50 roku zycia, chorych na raka
piersi w obserwacji ponad 10-letniej (wybrane zakresy stezen manganu w surowicy: < 1;1-10;
> 10 pg/l).
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Zastrzezenia patentowe

. Sposdb okreslenia ryzyka zgonu u kobiet chorych na raka piersi, znamienny tym, ze obejmuje
iloSciowg ocene stezenia manganu w prébce surowicy osoby badanej, przy czym stezenie
wskazuje na istotnie 1,65 krotnie zwiekszone ryzyko zgonu pacjentki przy stezeniu manganu
w prébce surowicy w przedziale 0,36-0,97 ng/l, w stosunku do pozostatych kobiet ze steze-
niem >0,97 pug/l.

. Sposdb okreslenia ryzyka zgonu u kobiet chorych na raka piersi, znamienny tym, ze obejmuje
iloSciowg ocene stezenia manganu w prébce surowicy osoby badanej, przy czym stezenie
wskazuje na 1,55 krotnie zmniejszone ryzyko zgonu pacjentki w stosunku do podgrupy ze
stezeniem manganu w prébce surowicy < 1 pg/l lub >10 pg/l, w przypadku wystepowania
warto$ci stezenia manganu w probce surowicy w przedziale 1-10 pg/l.

. SposO6b okre$lenia ryzyka zgonu u kobiet chorych na raka piersi powyzej 50 roku zycia, zna-
mienny tym, ze obejmuje ilosciowg ocene stezenia manganu w probce surowicy osoby ba-
danej, przy czym stezenie wskazuje na 1,66 krotnie zwiekszone ryzyko zgonu pacjentki przy
stezeniu manganu w prébce surowicy w przedziale 0,36-0,97 ng/l, w stosunku do pozostatych
kobiet ze stezeniem >0,97 nug/l.

. SposO6b okre$lenia ryzyka zgonu u kobiet chorych na raka piersi powyzej 50 roku zycia, zna-
mienny tym, ze obejmuje iloSciowg ocene stezenia manganu w prébce surowicy osoby ba-
danej, przy czym stezenie wskazuje na 1,79 krotnie zmniejszone ryzyko zgonu pacjentki
w stosunku do podgrupy ze stezeniem manganu w prébce surowicy < 1 ug/l lub > 10 pg/,
w przypadku wystepowania wartosci stezenia manganu w prébce surowicy w przedziale
1-10 pg/l.

. SposOb wg zastrzezenia 1-4, znamienny tym, ze stezenie Mn w prébce oznacza sie przez
bezposredni pomiar Mn w probce surowicy.
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