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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.fr/ENG/Classification/latest_classif.php; data wejscia 2017-
08-26).

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

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

Ryzyko rozwoju nowotwordw jest zalezne takze od wybranych mutacji jak réwniez 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.

SOD2 rs4880

Dysmutaza ponadtlenkowa 2 (SOD2) moze przeksztatci¢ toksyczny nadtlenek w nadtienek wo-
doru oraz tlen okrzemkowy. Najczestszym polimorfizmem jest zmiana typu missense — Val16Ala
(rs4880). Zmiany w genie SOD2 zwigzane sa z rozwojem rakéw a takze idiopatyczng kardiomiopatia
i przedwczesnym starzeniem sie (strona internetowa: https./www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6648, data
wejscia 2020-05-08).

ERCC2 rs13181

Polimorfizm genetyczny rs13181 w genie ERCC2 bierze udziat w naprawie DNA. Zwigzany jest
miedzy innymi ze zwiekszonym ryzykiem raka ptuca (Kiyohara C, 2012), glejakiem (McKean-Cowdin
R, 2009), jajnika (Michalska MM, 2015), piersi oraz ptaskonabtonkowego raka gtowy i szyi (Mitra AK,
20009).

W pracy oceniono korelacje pomiedzy wystepowaniem rakdéw piersi a stezeniami arsenu we Krwi
i genotypami w genach SOD2, ERCC2.

Nieoczekiwanie stwierdzono silng korelacje pomiedzy wystepowaniem raka u kobiet (nie u mez-
czyzn) a stezeniem arsenu we krwi i wybranymi genotypami. Czestos$¢ wystepowania raka piersi byta
zwiekszona przy podwyzszonym stezeniu we krwi. Korelacje te nasilaty sie bardzo znacznie w wybra-
nych genotypach w genach SOD2 oraz ERCC2.

Protokét badan

Grupa badana

Do badan wiaczono 305 pacjentéw Onkologicznej Poradni Genetycznej w SPSK1/2 ze zdia-
gnozowanym i potwierdzonym histopatologicznie rakiem piersi. Od kazdego z pacjentéw wtaczonych
do badania uzyskano $wiadoma zgode na udziat w badaniu, pobrano prébke krwi oraz uzyskano dane
rodowodowo-kliniczne. Prébki krwi byty pobierane od pacjentéw przed leczeniem, a pacjenci byli po-
informowani o koniecznosci bycia na czczo przez co najmniej 4 godziny przed pobraniem. Dla kaz-
dego pacjenta z rakiem piersi zostata przyporzadkowana/sparowana jedna osoba zdrowa zarejestro-
wana w Miedzynarodowym Centrum Nowotworéw Dziedzicznych Pomorskiego Uniwersytetu Medycz-
nego w Szczecinie. Osoby zdrowe byly czescig populacyjnego badania 1,3 miliona mieszkancow Pol-
ski, majgcego na celu identyfikacje rodzinnych agregacji raka przeprowadzong przez nasz osrodek.
Uczestnicy badania zostali dobrani pod wzgledem roku urodzenia (+ 3 lata), statusu palenia (paczko-
lata + 20%) oraz tacznej liczba nowotwordw piersi i innych nowotworéw wsrod krewnych pierwszego
stopnia. Srednia wieku kobiet ze zdiagnozowanym rakiem piersi wynosita 57,19 a u kobiet zdrowych
57,89.

Materiat

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

1.1. Aparat

Do okre$lenia zawartosci arsenu wykorzystana zostata technika spektrometrii mass ze wzbudze-
niem w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP-MS). Do wykonania pomiaru wykorzystano spektrometr
mas ELAN DRC-e (PerkinElmer) oraz NexION 350D (PerkinEImer). Wykorzystanie ICP-MS pozwala
uzyska¢ limity detekcji <0,1 ug/l. Podczas prowadzenia oznaczen populacji nieeksponowanej zawo-
dowo na metale i ich zwigzki, czuto$¢ aparatury odgrywa kluczowa role.

1.2 Przygotowanie do pomiaru

Zebrane proby krwi, zostaty rozmrozone z temperatury -80°C do temperatury pokojowej,
w dniu wykonywania analiz. Kazda probka zostata doktadnie wymieszana przy uzyciu wstrzasarki
lub worteksu w celu uzyskania mozliwie najwiekszej homogennosci materiatu. Proces ten zostat
powtdrzony bezposrednio przed pobraniem objetosci krwi do rozcienczen z uwagi na zjawisko roz-
warstwiania sie krwi. Stosujac mozliwie najprostsza technike, probki krwi zostaty rozcienczone
w stosunku 1:30 (50 ul krwi : 1450 ul buforu). Z uwagi na specyfike pomiaru do rozcienczen zasto-
sowano roztwér wodorotlenku tetrametyloamonowego (TMAH). Alkaliczne pH zapewnia dobra roz-
puszczalnos¢ sktadnikow krwi, nie powodujac tym samym precypitacji zadnej z frakcji. Dodatkowo
w celu lepszej dyspersji rozpuszczonych skfadnikéw krwi zastosowano dodatek niejonowego sur-
faktantu w postaci Trytonu X-100. Wykorzystanie tego zwigzku nie tylko utatwia rozpuszczanie m.in.
biatek ale takze przyczynia sie do szybszego wyptukiwania prébki z uktadu wprowadzenia spektro-
metru. Do korekcji efektu matrycy oraz dryfu aparatu uzyty zostat standard wewnetrzny w postaci
rodu (105Rh). Do uzyskania stabilnosci jonéw metali rozpuszczonych w roztworze zastosowany
zostat dodatek kwasu wersenowego (EDTA). Dodatkowo, z racji zawartosci zwigzkow zawieraja-
cych wegiel, zastosowano dodatek butanolu do wszystkich roztworéw w celu niwelacji efektu zwia-
zanego ze znaczng iloscig 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 (Perkin-
Elmer) 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.

Ocena genotypu

Analizy molekularne zostaty wykonane za pomoca tancuchowej 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. Kazda analiza
wykonana byta w objetosci 5 ul wedtug proporcji przedstawionej w tabeli 2.

Tabela 1 Skiad mieszaniny reakcyjnej do analizy
wybranego SNP technikg ,,real-time PCR”

Mieszanina

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

Analiza zostata przeprowadzona na aparacie LightCycler 480, Roche w warunkach przedstawio-
nych w tabeli 3.
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Tabela 2 Warunki analizy wybranych SNP-6w technika ,,real-time PCR”
w aparacie LightCycler 480, Roche

Nazwa Temperatura

Program cyklu oC Czas Liczba cykli

Inkubacja HotStart 95 10 min 1 -

Amplifikacjai _Denaturacja 95 10 sek -

gromadzenie Annealing 52 30 sek 50-55 jednorazowo

danych Wydhizanie 72 10 sek -

Chlodzenie Chlodzenie 40 30 sek - -
Dcnaturacja 95 1 sck - -

Kompresja Chlodzenie 40 30 sek -

kolorow Hybrydyzacja 80 - 1 odczyt/°C Prz:zza(;aly
Chlodzenie 40 43 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 c¢wiartki
(o bardzo zblizonej liczebnosci) oséb zdrowych tworzacych dla danego narzadu grupe kontrolna.

Wyniki

Analiza otrzymanych wynikow wykazata istotng zalezno$¢ miedzy prawdopodobienstwem wysta-
pienia raka piersi u kobiet a stezeniem arsenu we krwi oraz oceng wybranych genotypow.

Rak piersi

Stwierdzono istotny zwigzek miedzy stezeniem arsenu we krwi a prawdopodobiernstwem wysta-
pienia raka piersi u kobiet. Kobiety z niskim stezeniem arsenu tj. <0,55 ug/l wykazaty blisko 2,5 krotnie
zmniejszong czestos¢ wystepowania raka piersi (niezaleznie od badanych genotypow). Wyniki przed-
stawiono w tabeli ponizej.

Tabela 3 Czestos¢ wystepowania raka piersi u kobiet
w zaleznosci od stezenia arsenu we krwi

Grupa Stezenie As ng/l Chore Zdrowe

I <0,55 37 78
II 0,55-0,79 79 74
I 0,80-1,2 94 79
v >1,2 21 24

37178 vs 194i177
OR= 2,3, p=0,0002, 95%CI: 1.5-3,6

Stwierdzono istotny zwiazek miedzy wystepowaniem rownoczesnie genotypu AA w genie SOD2
rs4880 i genotypu TT w genie ERCC2 rs13181 oraz stezeniem arsenu we krwi a prawdopodobien-
stwem wystapienia raka piersi u kobiet. Kobiety ze stezeniem arsenu we krwi < 0,55 pg/l oraz z geno-
typem AA w genie SOD2 i genotypem TT w genie ERCC2 wykazuja istotnie 30 krotnie zmniejszona
czestos¢ wystepowania raka piersi w stosunku do podgrup ze stezeniem arsenu >1,2 ug/l (éwiartka | vs
IV: OR=30, p=0,0063; 95%CIl: 2,2-406,2) i blisko 9 krotnie zmniejszong czesto$¢ wystepowania raka
piersi w poréwnaniu do wszystkich podgrup (¢wiartka | vs 1I-IV: OR=8,8, p=0,041, 95%CI: 0,97-80,1).
W tym genotypie u kobiet ze stezeniem arsenu >1,2 ug/l stwierdzono okoto 6,5 krotnie zwiekszone
prawdopodobienstwo wystepowania raka piersi (¢wiartka IV vs I-lll: OR=6,6, p=0,021, 95%CI: 1,3-34,2).
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Tabela 2 Czestos¢ wystepowania raka piersi u kobiet
w zaleznosci od stezenia As dla genotypu AA
w genie SOD2 oraz genotypu TT w genie ERCC2

Grupa Stezenie As pg/l Chore Zdrowe

| <0,55 1 6
11 0,55-0,79 4 9
111 0,8-1.2 11 6
v >1,2 10 2

li6évs10i2
OR=30, p=0,0063; 95%CI: 2,2-406,2

1i6vs25i17
OR= 8,8, p=0,041, 95%ClI: 0,97-80,1

10i2vs16i21
OR=0,6, p=0,021, 95%ClI: 1,3-34,2
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb okreslenia prawdopodobienstwa wystapienia raka piersi u kobiet, znamienny tym, ze
obejmuje ilosciowa ocene zawartosci arsenu we krwi petnej, wystepowanie genotypu ERCC2
rs13181 oraz genotypu SOD2 rs4880 u osoby badanej, przy czym kombinacja stezenia arsenu
< 0,55 ugl/l z ocena genotypu TT w genie ERCC2 oraz wystepowaniem genotypu AA w genie
SOD2 wskazuje na 30 krotnie zmniejszong czestos¢ wystepowania raka piersi w stosunku
do podgrupy ze stezeniem arsenu > 1,2 ug/l i blisko 9 krotnie zmniejszong czestos¢ wyste-
powania raka piersi w poréwnaniu do wszystkich podgrup.

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

3. Sposob wg zastrzezenia 1, znamienny tym, ze stezenie As w probce oznacza sie przez bez-
posredni pomiar As we krwi zylne;j.

4. Sposdb wg zastrzezenia 1, znamienny tym, ze testowanie DNA jest wykonywane przy po-
mocy konwencjonalnej techniki bezposredniego wykrywania zmian takich jak sekwencjono-
wanie lub przy pomocy jakiejkolwiek konwencjonalnej techniki bezposredniego wykrywania
zmian wyselekcjonowanych.
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