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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy sposobu okreslania ryzyka rakéw u kobiet. Opisywany wynalazek opiera sie
na ustaleniu, Ze istnieje korelacja miedzy stosunkiem stezen selenu do arsenu we krwi petnej a ryzykiem
rakéw u kobiet nie bedacych nosicielkami zadnej z mutacji zatozycielskich w genie BRCA1/2 typowych
dla populacji polskiej. Prezentowany sposéb powinien znalez¢ zastosowanie w szeroko rozumianej dia-
gnostyce i profilaktyce nowotwordéw, zwlaszcza u kobiet.

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.ft/ENG/Classification/latest_classif.php; data wejscia 2017-
08-26). Réznorodnos¢ objawow klinicznych wywotanych inhalacjg zwigzkami arsenu lub jego spozy-
ciem jest bardzo duza. W zaleznosci od stezenia, czasu ekspozycji i drogi zaabsorbowania skutki od-
dziatywania arsenu z tkankami sa od stosunkowo niegroZznych na przyktad hipopigmentacji, po zagra-
zajace zyciu nowotwory (WHO). W Swietle istniejacych danych literaturowych mozna stwierdzi¢, ze wy-
sokie stezenia arsenu moga by¢ przyczyna takich rakéw jak rak ptuca (Mostafa MG, 2008), nerki (Ho-
penhayn-Rich C, 1996), skory (Karagas MR, 2001), pecherza (Mostafa MG, 2008), czy trzustki (Liu
Mares W, 2013). Istnieja tez prace wskazujace odwrotng korelacje — np. Lamm i wsp. stwierdzili niei-
stotne zmniejszenie ryzyka zachorowania na raka pecherza moczowego wraz z rosnacym narazeniem
na arsen w wodzie pitnej, w zakresie 3,0-6,0 pg/l (Lamm SH, 2004).

W organizmie selen dziata poprzez biatka, do ktdrych jest wbudowany w postaci selenocysteiny.
Jako sktadnik selenobiatek selen odgrywa role enzymatyczna, jak i strukturalna. Do jednych z wazniej-
szych funkcji selenobiatek nalezy udziat w produkcji hormonéw tarczycy, pobudzanie uktadu immuno-
logicznego, oraz ochrona przed stresem oksydacyjnym (Combs GF, 2001). Zaréwno niedobdr jak i nad-
miar tego pierwiastka moze mie¢ niekorzystny wptyw na organizm. Jednakze, wydaje sie, ze znacznie
powazniejsze konsekwencje sa zwiazane z niedoborem selenu. Prowadzg one do m.in. zaburzen pracy
serca, zwyrodnienia serca i watroby, zwiekszenia ryzyka choroby nadcisnieniowej, ograniczenia spraw-
nosci uktadu odpornosciowego, zaburzenia funkcji tarczycy, zaburzenia mineralizacji koéci i prawidto-
wego wyksztatcenia zebow oraz zwiekszenia ryzyka choréb nowotworowych (Reddy VN, 2001). Wyniki
badan eksperymentalnych przeprowadzonych na modelach zwierzecych (Kim JH, 2011; Yang H, 2011)
jak i préb klinicznych u ludzi wskazuja na zwiazek pomiedzy stezeniem tego pierwiastka w organizmie,
a zachorowaniem na nowotwory (Schrauzer GN, 1977; Pourmand G, 2008; Vand den Brandt PA, 1993;
Knekt P, 1998; Mark SD, 2000; Borawska MH, 2009; Jabtoriska E, 2008; Duffield-Lillico AJ, 2002; Duf-
field-Lillico AJ, 2003; Reid ME, 2002; Reid ME, 2006; Lippman SM, 2009; Klein EA, 2011). Wiekszos$¢
badan wykazata odwrotna zalezno$é miedzy stezeniem selenu a zachorowaniem na nowotworowy badz
ryzykiem wystagpienia choroby. Jednak u kobiet stwierdzano nieoczekiwanie, ze wysokie stezenie se-
lenu zwiekszato ryzyko rakéw (Duffield-Lillico AJd, 2002). W pismiennictwie mozna znalez¢ prace doty-
czace antagonistycznego dziatania selenu i arsenu. Stwierdzono miedzy innymi, ze u 0séb z wysokimi
stezeniami selenu we krwi istnieje obnizone ryzyko wystapienia przednowotworowych zmian skérnych
charakterystycznych dla zatrucia arsenem (Chen'Y, 2007).

Przedmiotem wynalazku jest sposéb okreslenia ryzyka raka u kobiety nie bedacej nosicielka mu-
tacji zatozycielskich w genie BRCA1/2 typowych dla populacji polskiej, charakteryzujacy sie tym, ze
obejmuje ilosciowa ocene stosunku stezenia selenu do arsenu w probce krwi pochodzacej od badane;j
pacjentki, przy czym okreslone stezenie wskazuje na znaczaco obnizone ryzyko rozwoju raka w przy-
padku wystepowania wartosci stosunku stezen selenu do arsenu powyzej 160, przy czym badana pa-
cjentka nalezy do populacji polskiej i nie jest nosicielka zadnej sposréd nastepujacych mutacji w genie
BRCA1: 5382insC, C61G, 4153delA. Korzystnie stezenie arsenu oraz selenu w probce krwi oznacza
sie przez bezposredni pomiar tych pierwiastkow we krwi petnej.

Materiat biologiczny do oceny stosunku selenu do arsenu u osoby badanej moze by¢ réwniez
pobierany z jakiejkolwiek tkanki lub wydzieliny, korzystnie z krwi, moczu, wioséw lub paznokci, a poziom
stosunku selenu do arsenu u osoby badanej jest oznaczany przez bezposredni pomiar arsenu, selenu
lub stosunku selenu do arsenu lub posrednio przez ocene metabolitu arsenu oraz selenu lub jakiejkol-
wiek innego metabolitu lub produktu genowego takiego jak biatko lub RNA, ktérego stezenie jest skore-
lowane ze stezeniem ww. metali.
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Protokoét badan

Grupa obserwacyjna zostata wybrana sposréd oséb, ktérych materiat znajduje sie w biobanku
naszego osrodka. Pacjenci, ktorzy zgtosili sie w latach 2010-2016 do Onkologicznej Poradni Genetycz-
nej przy Szpitalu Klinicznym Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, byli zapraszani do
oddania prébki krwi w celu biobankowania i podpisywali zgode na przechowywanie i wykorzystywanie
materiatu w celach naukowych. Probki krwi byty pobierane w godzinach 8-14, a pacjenci byli poinfor-
mowani o konieczno$ci bycia na czczo przez co najmniej przez 4 godziny przed pobraniem. Dla wiek-
szosci pacjentow prébka byta pobrana tylko raz, ale w niektérych przypadkach réwniez wiecej razy przy
okazji kolejnych wizyt. Prébke krwi przechowywano w -80°C do momentu oznaczenia stezenia arsenu,
kadmu, cynku oraz selenu.

W biobanku zgromadzono probki od 33062 oséb, ktére nigdy wezesniej przed pobraniem prébki
nie chorowaty na nowotwor ztosliwy. Na potrzeby badania grupe 1698 oséb bez mutaciji w genie BRCA
charakterystycznych dla populacji polskiej tj. 5382insC, C61G, 4153delA poddano ponad 3-letniej ob-
serwacji. Do grupy nie wtaczono oséb z nowotworem ztosliwym rozpoznanym przed pobraniem probki
krwi. Nastepnie w trzech gtéwnych osrodkach onkologicznych w Szczecinie, sprawdzano ktéra z oséb
wyjsciowo zdrowych w momencie wtaczenia do biobanku, zachorowata. Sposréd 1698 oséb, w ciagu
ponad 3 lat obserwacji, na nowotwor ztosliwy zachorowato 110 kobiet. Pozostata cze$¢ grupy stanowita
grupe kontrolna badania.

Charakterystyke kohorty prospektywnej przedstawiono w tabeli ponizej (Tabela 1).

Tabela 1
Charakterystyka grupy
Cecha Chore Zdrowe
Liczba osob 110 os6b 1588 oséb
Sredni wiek w momencie
55,60 lat 55,10 lat
zabezpieczenia materialu
Sredni okres $ledzenia o
39,50 miesigcy
stanu zdrowia (follow-up)
Lokalizacja narzadowa Procentowy udzial w calej
Liczba 0s6b .
raka grupie chorych
Piers 68 61,81
Jajniki 6 5,45
Jelito grube S 455
Szpiczak S 4,55
Macica 5 4,55
Pecherz moczowy 4 3,64
Biataczka/Chloniak 4 3,64
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Tarczyca 4 3,64

Szyjka macicy 2 1,81

Nerka 2 1,81

Skora (czerniak) 2 1,81

Endometrium 1 0,91

Pluco 1 0,91

Centralny uklad nerwowy 1 0,91
Materiat

Od kazdej osoby wtaczonej do badania pobrano prébke krwi do pomiaru stezenia arsenu, kadmu,
cynku oraz selenu.

Metoda oznaczania zawartosci As, Cd, Zn oraz Se we krwi pelnej

1.1 Aparat

Do okreslenia zawartosci wskazanych metali wykorzystana zostata technika spektrometrii mas
ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzezonej.

Do wykonania pomiaru wykorzystano spektrometr mas ELAN DRC-e (PerkinElmer) oraz NexION
350D (PerkinElmer). Wykorzystanie ICP-MS pozwala uzyskac limity detekcji <0,1 pg/l. Podczas prowa-
dzenia oznaczen populacji nieeksponowanej zawodowo na metale i ich zwiazki, czuto$é aparatury od-
grywa kluczowa role.

1.2 Przygotowanie do pomiaru

Zebrane proby krwi, zostaty rozmrozone z temperatury -80°C do temperatury pokojowej, w dniu
wykonywania analiz. Kazda prdobka zostata doktadnie wymieszana przy uzyciu wstrzasarki lub wor-
teksu w celu uzyskania mozliwie najwiekszej homogennosci materiatu. Proces ten zostat powtérzony
bezposrednio przed pobraniem objetosci krwi do rozcienczen z uwagi na zjawisko rozwarstwiania sie
krwi. Stosujac mozliwie najprostszg technike, probki krwi zostaty rozcienczone w stosunku 1 : 30
(50 pl krwi : 1450 pl buforu). Z uwagi na specyfike pomiaru do rozcienczen zastosowano roztwér wo-
dorotlenku tetrametyloamonowego (TMAh). Alkaliczne pH zapewnia dobra rozpuszczalnos¢ sktadnikéw
krwi, nie powodujac tym samym precypitacji zadnej z frakcji. Dodatkowo w celu lepszej dyspersji roz-
puszczonych sktadnikdw 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 probki z uktadu wprowadzenia spektrometru. Do korekcji efektu matrycy oraz
dryfu aparatu uzyty zostat standard wewnetrzny w postaci rodu ('°*Rh). Do uzyskania stabilnosci jonéw
metali rozpuszczonych w roztworze zastosowany zostat dodatek kwasu wersenowego (EDTA).

Dodatkowo, z racji zawartosci zwiazkéw zawierajacych wegiel, zastosowano dodatek butanolu
do wszystkich roztworéw w celu niwelacji efektu zwiazanego ze znaczna iloécia wegla w badanej probie.

1.3 Warunki pomiaru

Wszystkie oznaczenia przeprowadzono z wykorzystaniem kwadrupolowej celi reakcyjnej spek-
trometru, tzw. trybie DRC (ang. DynamiC Reaction Cell) aparatu Elan DRC-e oraz NexION 350D (Per-
kinElmer) z tlenem jako gazem reakcyjnym. Tlen jest gazem z wyboru dla prowadzenia oznaczen As
i Cd. W przypadku oznaczen As, wykorzystanie tlenu pozwala uzyska¢ na drodze reakcji chemiczne;
stabilnego produktu w postaci jonu 7>As'80*. Jon ten posiada mase 91, ktéra wolna jest od interferencji
spektralnych. Rozwiazanie to zapewnia maksimum specyfiki pomiaru As. Podobne rozwigzanie dotyczy
oznaczen kadmu. W tym przypadku jednak dokonano transferu atomu tlenu na interferent a nie jak
w przypadku As na pozadany jon. Najpowazniejszg interferencje w oznaczeniach ''4Cd stanowi tlenek
molibdenu %Mo'60. Zastosowanie tlenu pozwala na uzyskanie ditienku molibdenu %Mo'602, niwelujac
tym samym problem naktadania sie tych dwéch mas. Obecnie jest to najbardziej czuta technika ozna-
czeh dla materiatu biologicznego.

W przypadku Zn tlen pozostaje inertny.
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1.4 Walidacja pomiaréow

Do walidacji pomiaréw zastosowano nastepujace materiaty referencyjne ClinCheck (Recipe,
Niemcy), NIST 955c¢ (National Institute of Standards and Technology, Stany Zjednoczone) oraz BCR 634
(European Commission, Community Bureau of Reference). Sa to standardy odniesienia powszechnie
stosowane w spektrometrii, pozwalajace na potwierdzenie precyzji, czutosci i specyfiki pomiaru.

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

Wyniki
Analiza otrzymanych wynikow wykazata istotna zaleznos¢ miedzy ryzykiem rakéw u kobiet a sto-
sunkiem stezen selenu do arsenu oraz we krwi.

Wartosci stezen badanych mikro- i makroelementéow skorelowane z istotnie obnizonym
ryzykiem rozwoju rakéw

Stosunek stezen selen do arsenu
Kobiety z wysokimi warto$ciami stosunku stezenh selenu do arsenu (Se/As), szczegdlnie powy-
zej 160, wykazuja blisko 10-krotnie nizsze ryzyko wystapienia raka w poréwnaniu do kobiet ze stosun-
kiem stezen Se/As ponizej 160 (OR=9,50; p<0,0001; 95%CI:3,50-26,00) (Tabela 2).
Tabela 2

Czestos¢ wystepowania rakéw w zaleznosci od stosunku stezenia selenu do stezenia arsenu
we krwi wérdd kobiet

Grupa Zakres stezen ng/l Chore Zdrowe
=160 - —

m <160 106 1168
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb okreslenia ryzyka raka u kobiety nie bedacej nosicielka mutacji zatozycielskich w ge-
nie BRCA1 typowych dla populacji polskiej, znamienny tym, ze obejmuje iloéciowa ocene
stosunku stezenia selenu do arsenu w prébce krwi pochodzacej od badanej pacjentki, przy
czym okreslone stezenie wskazuje na znaczaco obnizone ryzyko rozwoju raka w przypadku
wystepowania warto$ci stosunku stezen selenu do arsenu powyzej 160, przy czym badana
pacjentka nalezy do populacji polskiej i nie jest nosicielka zadnej sposréd nastepujacych mu-
tacji w genie BRCA1: 5382insC, C61G, 4153delA.

2. Sposob wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienny tym, Ze stezenie arsenu oraz selenu w probce
krwi oznacza sie przez bezposredni pomiar tych pierwiastkéw we krwi petne;.
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