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Opis wynalazku

Cynk jest niezbednym dla zdrowia mikroelementem. Jest sktadnikiem ok. 300 enzymoéw i jeszcze
wiekszej liczby innych biatek. [1] Bedac sktadnikiem tzw. palcéw cynkowych, domen biatkowych wyste-
pujacych w biatkach wigzacych DNA, ma wptyw na procesy zyciowe komoérek. Cynk spetnia role
ochronna przed wolnymi rodnikami, miedzy innymi wchodzac w skifad dysmutazy ponadtienkowe;
(SOD). Bierze udziat w wielu przemianach metabolicznych, bedac sktadnikiem takich enzymow jak np.
dehydrogenaza jabtczanowa, anhydraza weglanowa, dehydrogenaza mleczanowa badz dehydroge-
naza alkoholowa. Mikroelement ten zaangazowany jest w procesy immunologiczne, warunkuje prawi-
dtowa funkcje skéry oraz bton sSluzowych, bierze udziat w magazynowaniu i wydzielaniu insuliny
z trzustki, utrzymuje réwnowage jonowa innych mikroelementéw, w tym selenu, magnezu czy miedzi,
a takze spetnia role detoksykacyjna w stosunku do metali ciezkich. Cynk jest antyoksydantem, bioracym
udziat w obronie przed stresem oksydacyjnym. Cynk uznawany jest za nietoksyczny metal. Niedob6r
tego pierwiastka prowadzi do powaznych zaburzen, takich jak niedobory immunologiczne, nieprawi-
dtowe gojenie ran, obnizenie ptodnosci czy problemy ze wzrokiem. [2]

Zaobserwowano Ze poziom cynku ulega zmianom w komérkach nowotworowych. Prawidtowe
kom&rki nabtonkowe prostaty akumuluja cynk, zas w komdrkach rakowych poziom tego pierwiastka jest
znaczaco obnizony. [3] Uwaza sie, ze cynk ma dziatanie przeciwnowotworowe, hamujac wzrost komo-
rek nowotworowych i aktywujac apoptoze. Znane sa badania oceniajace zwiazek miedzy steZzeniem
cynku a ryzykiem rakéw, ich wyniki sa jednak rozbiezne. Niektére z tych badan mowia, iz stezenie cynku
w surowicy jest wyzsze u oséb z nowotworem [4, 5, 6], natomiast inne, ze poziom ten jest nizszy. [7]
Wyniki przeprowadzonych do tej pory badanh sugeruja réwniez, ze odpowiednia ilos¢ cynku w diecie
dziata chemoprewencyjnie. Osoby, ktorych dieta jest bogata w cynk, wykazuja nizsze ryzyko raka ptuc
niz osoby stosujace diete ubogocynkowa (OR 0,71; 95% CI 0,5-0,99). [8] Rowniez ryzyko raka jelita
grubego i odbytu jest nizsze przy stosowaniu diety bogatocynkowej (RR 0,86; 95% CI 0,73-1,02). [9]
Natomiast suplementacja cynkiem w bardzo wysokich dawkach powyzej 100 mg/dzieh (gdy zalecane
dzienne spozycie cynku wynosi 8 mg/dzien dla kobiet a 12 mg/dzien dla mezczyzn) odnosi odwrotny efekt,
znaczaco zwiekszajac ryzyko wystapienia raka prostaty (RR 2,29; 95% CI 1,06—4,95, p=0,03). [10]

PowyZsze dane dotycza znaczenia cynku jako czynnika ryzyka zachorowania na nowotwory, jed-
nak sa one niejednoznaczne. W niniejszej pracy postanowiono oceni¢ korelacje pomiedzy stezeniem
cynku w surowicy a ryzykiem zachorowania na raka dla Polek, u ktérych nie stwierdzono mutacji w genie
BRCAT.

Protokoét badan
Grupa badana

Grupa obserwacyjna zostata wybrana sposrdéd oséb, ktorych materiat znajduje sie w biobanku
naszego osrodka. Pacjenci, ktorzy zgtosili sie w latach 2010-2019 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 koniecznosci bycia na czczo przez co najmniej przez 4 godziny przed pobraniem. Dla wiekszosci
pacjentéw prébka byta pobrana tylko raz, ale w niektérych przypadkach réwniez wiecej razy przy okazji ko-
lejnych wizyt. Prébke krwi przechowywano w -80°C do momentu oznaczenia stezenia cynku.

Do kohorty prospektywnej wtaczono zdrowych 2957 kobiet, ktére zostaty poddane $rednio
42 miesiecznej obserwacji, w trakcie ktérej u 148 kobiet zdiagnozowano nowotwdr ztosliwy. Kazda
z uczestniczek badania wypetnita ankiete o stanie zdrowa oraz stylu zycia. Charakterystyke grupy pro-
spektywnej przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1
Charakterystyka grupy
Chore Zdrowe
$rednia wieku (zakres) 56,46 (35-82) 53 (33-84)
Palenie papierosow
-obecnie 40 (27,03%) 605 (21,54%)
-w przesztosci 34 (22,97%) 747 (26,59%)
-nigdy 74 (50 %) 1457 (51,87'%)
Hormony
-nie 93 (62,84%) 1464 (52,12%)
-tak 54 (36,49%) 1314 (46,78%)
-brak danych 1(0,67%) 31 (1,1%)
Adnexectomia
-nie 135 (91,22%) 2627 (93,52%)
-tak 9 (6,08%) 174 (6,19%)
-brak danych 4(2,7%) 8 (0,29%)
Materiat

Od kazdej osoby wiaczonej do badania pobrano probke krwi w celu pomiaru stezenia cynku.
Po pobraniu materiat przechowywano w -80°C do momentu oznaczenia stezenia cynku.

Metoda oznaczania zawartosci cynku we krwi
1.1 Aparat

Do okreslenia zawartosci cynku wykorzystana zostata technika spektrometrii mass ze wzbudze-
niem w plazmie indukcyjnie sprzezonej (1CP-MS). Do wykonania pomiaru wykorzystano spektrometr
mas ELAN DRC-e (PerkinElmer) oraz NexION 350D (PerkinElmer). Wykorzystanie 1CP-MS pozwala
uzyskac limity detekcji < 0,1 pg/l. Podczas prowadzenia oznaczen populacji nieeksponowanej zawo-
dowo ma metale i ich zwiazki, czuto$¢ aparatury odgrywa kluczowa role.

1.2 Przygotowanie do pomiaru

Zebrane proby surowicy zostaty rozmrozone z temperatury -80°C do temperatury pokojowej,
w dniu wykonywania analiz. Kazda prébka zostata doktadnie wymieszana przy uzyciu worteksu w celu
uzyskania mozliwie najwiekszej homogennosci materiatu. Prébki krwi zostaty rozcienczone w stosunku
1:30 (50 pl krwi : 1450 pl bufom).

Z uwagi na specyfike pomiaru do rozcierczen zastosowano roztwér wodorotlenku tetrametyloa-
monowego (TMAH). W celu lepszej dyspersji rozpuszczonych sktadnikéw krwi zastosowano dodatek
niejonowego surfaktantu w postaci Trytonu X-100. Wykorzystanie tego zwiazku nie tylko utatwia roz-
puszczanie m.in. biatek, ale takze przyczynia sie do szybszego wyptukiwania prébki z uktadu wprowa-
dzenia spektrometru. Uwzgledniajac efekt matrycy oraz dryf aparatu uzyty zostat standard wewnetrzny
w postaci rodu (105Rh). Do uzyskania stabilno$ci jondw 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 iloscia wegla w badanej probie.

1.3 Warunki pomiaru

Wszystkie oznaczenia przeprowadzono z wykorzystaniem kwadrupolowej celi reakcyjnej, spek-
trometru w tzw. trybie DRC (ang. Dynamie Reaction Cell), aparatu Elan DRC-e oraz NexION 350D
(PerkinElmer) z tlenem jako gazem reakcyjnym.

1.4 Walidacja pomiaréw

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

Ré&znice w czestosciach pomiedzy analizowanymi grupami oceniano poprzez test Fishera.
Wyniki

Analiza otrzymanych wynikéw wykazata istotna zaleznos¢ miedzy ryzykiem zachorowania wsrdd ko-
biet ze zdiagnozowanym rakiem, powyzej 50 roku zycia oraz niepalacych a stezeniem cynku we krwi petne;.

Tabela 2 przedstawia czestos¢ wystepowania rakédw wsrdd kobiet powyzej 50 roku zycia, ktére nigdy
nie pality papieroséw. Wsrdd tej podgrupy kobiety ze stezeniem cynku we krwi w przedziale 5600-6100 g/l
wykazuja ponad 6 krotnie obnizone ryzyko zachorowania na raka w poréwnaniu do Grupy 1 (< 5600 pg/|
Zn we krwi) (p.value: 0,0008; OR: 6,5; 95% CI: 1,9-22,1) oraz wykazuja ponad 3 krotnie obnizone
ryzyko zachorowania na raka w poréwnaniu do Grupy 3 (> 6100 pg/l Zn we krwi) (p.value: 0,029; OR:
3,5; 95% CI: 1,0-12,0).

Powyzszy efekt zanika w przypadku wykonania analizy na catej grupie, bez wyodrebnienia kobiet
powyzej 50 roku zycia oraz nigdy niepalacych (Tabela 3).

Tabela 2.
Czestos¢ wystepowania rakow w zaleznosci od stezenia cynku we krwi u kobiet niepalacych
powyzej 50 roku zycia (n = 834)

Grupa  Zakres Zn g/l Zdrowe p.value
I 3470,56-5573,63 19 189 515 0,001*
H 5578,21-6107,35 4 205 Ref. Ref.

1t 6109,19-6541,84 9 199 2,32 0,17

v 654 1,88-68037,51 13 196 3,4 0,45

Optymalny zakres dla Zn we krwi

1 <5600 20 198 6,5 0,0008
2 5600-6100 3 192 Ref. Ref.

3 >6100 2 399 35 0,029*

*wynik istotny statystycznie

Tabela 3.
Czestos¢ wystepowania rakow w zaleznosci od stezenia cynku we krwi u kobiet (cata grupa n = 2957)

Crupa  Zakres Zn pg/l Chore Zdrowe p.value

1 590,97-5 569,26 44 702 1,42 0.16

1 5570,94-6027,34 31 702 Ref. Ref

) 6027.34-6468,16 36 702 1,16 0,62

v 6468,59-68037,51 37 703 1,19 0,54
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Zastrzezenia patentowe

. Sposéb okreslenia ryzyka zachorowania na raka u kobiet powyzej 50 roku zycia, niepalacych,

znamienny tym, Ze obejmuje iloSciowg ocene stezenia cynku we krwi osoby badane;j,
przy czym stezenie wskazuje na ponad 6 krotnie zmniejszone ryzyko zachorowania na raka
w stosunku do podgrupy o nizszym stezeniu cynku we krwi (<5600 pg/l), w przypadku wyste-
powania wartosci stezenia cynku we krwi w przedziale 5600-6100 pg/I.

Sposdb okreslenia ryzyka zachorowania na raka u kobiet powyzej 50 roku zycia, niepalacych.
znamienny tym, Ze obejmuje iloSciowg ocene stezenia cynku we krwi osoby badanej,
przy czym stezenie wskazuje na ponad 3 krotnie zmniejszone ryzyko zachorowania na raka
w stosunku do podgrupy o wyzszym stezeniu cynku we krwi (>6100 pg/l), w przypadku wyste-
powania wartosci stezenia cynku we krwi w przedziale 5600-6100 pg/I.

Sposdb wg zastrz. 11 2 znamienny tym, ze prébke materiatu biologicznego stanowi krew petna.
Sposéb wg zastrz.1, 2 i 3 znamienny tym, Ze stezenie Zn w probce oznacza sie przez bez-
posredni pomiar Zn we krwi petnej.
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