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Opis wynalazku

Wiadomo, ze do czynnikdéw karcynogennych naleza miedzy innymi metale ciezkie takie jak
kadm (Cd), otow (Pb) czy rte¢ (Hg). Wedtug klasyfikacji miedzynarodowej agencji do badan nad rakiem
(IARC, ang. International Agency for Cancer Research) kadm i jego zwiazki zostaty okreslone jako bez-
wzgledne ludzkie karcynogeny — grupa 1[1|.

Niekorzystne dziatanie kadmu i jego zwiazkéw moze prowadzi¢ do chordb nerek, sercowo-na-
czyniowych, nadcisnienia, anemii, uszkodzen watroby, zaburzen funkcjonowania narzadéw ptciowych,
zaburzen uktadu immunologicznego, niedoboréw zelaza, miedzi i cynku, a takze rozwiniecia choroby
nowotworowej [2]. Toksyczne dziatanie kadmu wynika z jego wptywu na wiele proceséw: zaburzanie
przeptywu elektronéw w tancuchu oddechowym [3], wypieranie i zastepowanie innych metali w metalo-
enzymach oddziatujgcych na metabolizm biatek, kwaséw ttuszczowych, fosfolipidéw, weglowodanéw
i kwasow nukleinowych [4, 5], ostabianie dziatania mechanizmdw antyoksydacyjnych [6], a takze wcho-
dzenie w reakcje z grupami tiolowymi biatek enzymatycznych [7]. Karcynogenne dziatanie kadmu jest
takze konsekwencjg indukcji stresu oksydacyjnego [8]. Kadm moze bezposrednio uszkadzac nici DNA,
hamowac¢ naprawe DNA, wigzaé¢ sie z zasadami kwasu nukleinowego, zaburza¢ podziat komérki, ha-
mowac synteze glutationu oraz hamowac¢ metylacje [8]. Liczne prace opisuja zwiekszone stezenia
kadmu w materiale biologicznym oséb, ktére zachorowaty na nowotwdr zitosliwy prostaty [9, 10],
nerki [11], pecherza moczowego [12, 13], trzustki [14, 15] i piersi [16, 17]. Ponadto, nalezy nadmienic,
iz kadm zaliczany jest do grupy zwiazkéw nazywanych metaloestrogenami. Szereg prac wykazuje zdol-
nos$¢ kadmu do aktywacji receptora estrogenowego zaréwno in vitro jak i in vivo [18].

W literaturze wymienia sie trzy gtéwne zrodta kadmu: dieta, palenie tytoniu oraz ryzyko zawo-
dowe [19]. Stezenie kadmu w produktach spozywczych jest silnie zalezne od zawartosci tego pierwiastka
w srodowisku — powietrzu, glebie oraz wodzie [19]. Wysokie stezenie kadmu wystepuje w nastepujacych
produktach spozywczych: ptatki, warzywa (w szczegdlnosci ziemniaki), podroby oraz nasiona oleiste. [20].
Stezenie kadmu we krwi jest mocno skorelowane z paleniem wyrobdw tytoniowych. U osob niepalacych
stezenie Cd jest nizsze (0.83 + 4.23 pg/l) w porownaniu do palaczy (1.67 £+ 0.68 pg/l) [21]. Grupe zawo-
dowa bardziej narazong na dziatanie kadmu stanowia pracownicy przemystu cynkowego, stalowego
i miedziowego oraz przy produkcji baterii niklowo-kadmowych, ogniw, stonecznych i bizuterii [22].

Gaudet MM i wsp. [23] przeprowadzili badania na trzech prospektywnych grupach badawczych
kobiet: Cancer Prevention Study-Il (CPS-II), European Prospective Investigation into Cancer and Nutri-
tion — Italy (EPIC-Italy) oraz Northern Sweden Health and Disease Study (NSHDS). Analiza statystyczna
nie wykazata zadnej istotnej korelacji pomiedzy ryzykiem zachorowania na raka a stezeniem kadmu
we Krwi.

W niniejszej pracy postanowiono oceni¢ korelacje pomiedzy stezeniem kadmu we krwi a ryzykiem
zachorowania na raka u Polek. Nieoczekiwanie ustalono, ze istnieje korelacja wsréd kobiet powyze;
50 roku zycia, niepalacych, u ktorych nie stwierdzono mutacji w genie BRCAT.

Protokét badan
Grupa badana

Grupa obserwacyjna zostata wybrana sposrod osob, ktorych materiat znajduje sie w biobanku
naszego osrodka. Pacjenci, ktérzy 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 wykorzystywa-
nie materiatu w celach naukowych. Probki krwi byly pobierane w godzinach 8-14, a pacjenci byli poin-
formowani o koniecznosci bycia na czczo przez co najmniej 4 godziny przed pobraniem. Dla wiekszosci
pacjentéw probka byta pobrana tylko raz, ale w niektérych przypadkach réwniez wiecej razy przy okazji
kolejnych wizyt. Probke krwi przechowywano w -80°C do momentu oznaczenia stezenia kadmu.

Do kohorty prospektywnej wtaczono zdrowych 2962 kobiet, ktore zostaty poddane $rednio
41,69 miesiecznej Obserwacji, w trakcie ktorej u 148 kobiet zdiagnozowano nowotwar ztosliwy. Kazda
z uczestniczek badania wypetnita ankiete o stanie zdrowia oraz stylu zycia. Charakterystyke grupy pro-
spektywnej przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1
Charakterystyka grupy

Chore Zdrowe

Srednia wieku (zakres) 56,46 (35-82) 53 (33-84)
Palenie papierosdw
-obecnie 40 (27,03%) 605 (21,50%)
-w przeszfosci 34 (22,97%) 750 (26,65%)
-nigdy 74 (50 %) 1459 (51,84%)
Hormony
-nie 93 (62,84%) 1467 (52,13%)
-tak 54 (36,49%) 1316 (46,77%)
-brak danych 1 (0,67%) 31 (1,1%)
Adnexectomia
-nie 135 (91,22%) 2631 (93,50%)
-tak 9 (6,08%) 175 (6,22%)
-brak danych 4 (2,7%) 8 (0,28%)
Materiat

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

Metoda oznaczania zawartosci kadmu we krwi
1.1 Aparat

Do okres$lenia zawartosci kadmu wykorzystana zostata technika spektrometrii mass ze wzbudze-
niem w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP-MS). Do wykonania pomiaru wykorzystano spektrometr
mas ELAN DRC-e (PerkinElmer) oraz NexION 350D (PerkinElmer). Wykorzystanie ICP-MS pozwala
uzyska¢ limity detekcji <0,1 pg/l. Podczas prowadzenia oznaczen populacji nieeksponowanej zawo-
dowo na metale i ich zwigzki, czuto$¢ aparatury odgrywa kluczowg 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 worteksu w celu uzyska-
nia mozliwie najwiekszej homogennosci materiatu. Probki krwi zostaty rozcienczone w stosunku 1:30
(50 pl krwi: 1450 pl buforu).

Z uwagi na specyfike pomiaru do rozcienczen zastosowano roztwér wodorotlenku tetrametyloa-
monowego (TMAH). W celu lepszej dyspersji rozpuszczonych sktadnikow 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 stabilnosci jondw metali rozpuszczonych w roztworze zastosowany
zostat dodatek kwasu wersenowego (EDTA). Dodatkowo, z racji zawartosci zwigzkéw zawierajacych
wegiel, zastosowano dodatek butanolu do wszystkich roztworéw w celu niwelacji efektu zwigzanego
ze znaczna iloscig wegla w badanej prébie.

1.3 Warunki pomiaru

Wszystkie oznaczenia przeprowadzono z wykorzystaniem kwadrupolowej celi reakcyjnej spek-
trometru w tzw. trybie DRC (ang. Dynamic Reaction Cell) aparatu Elan DRC-e oraz NexION 350D (Per-
kinElmer) 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

Réznice w czestodciach pomiedzy analizowanymi grupami oceniano poprzez test Fishera.
Wyniki

Analiza otrzymanych wynikéw wykazata istotng zalezno$¢ miedzy ryzykiem zachorowania wsrdd ko-
biet ze zdiagnozowanym rakiem, powyzej 50 roku zycia oraz niepalgcych a stezeniem kadmu we krwi petne;.

Tabela 2 przedstawia czestos¢ wystepowania rakéw wsrdd kobiet powyzej 50 roku zycia,
ktére nigdy nie pality papieroséw. W$rdd tej podgrupy kobiety ze stezeniem kadmu we krwi w prze-
dziale 0,28-0,33 pg/l wykazujg blisko 7 krotnie obnizone ryzyko zachorowania na raka w porow-
naniu do Grupy 1 (<0,28 pg/l Cd we krwi) (p.value: 0,041; OR; 6,97; 95% CI: 0,9-53,92) oraz wykazuja
ponad 9 krotnie obnizone ryzyko zachorowania na raka w poréwnaniu do Grupy 3 (>0,33 pg/l Cd
we krwi) (p.value: 0,009; OR: 9,01; 95% CI; 1,23-67,23).

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 kadmu we krwi u kobiet niepalacych
powyzej 50 roku zycia (n = 834)

Grupa Zakres Cd ug/l Chore Zdrowe OR p.value 95%Cl

I 0,03-0,25 12 199 2,68 0,12 0,85-8,47

11 0,26-0,34 4 178 Ref. Ref. Ref.

111 0,35-0,47 10 203 2,19 0,27 0,68-7,11

Iv 0,48-7,48 19 21 4,0 0,009% 1,34-12
Optymalny zakres dla Cd we krwi

1 <0,28 13 235 6,97 0,041% 0,9-53,92

2 0,28-0,33 1 126 Ref. Ref Ref.

3 >(,33 31 430 9,01 0,009* 1,23-67,23

*wynik istotny statystycznie

Tabela 3
Czystos¢ wystepowania rakow w zaleznosci od stezenia kadmu we krwi u kobiet (cata grupa n = 2962)
Grupa Zakres Cd pug/l Chore Zdrowe OR p.value 95%CI
I 0,03-0,30 31 703 Ref. Ref. Ref.
11 0,30-0,44 32 703 1,03 1,0 0,62-1,71
I 0,44-0,76 43 704 1,36 0,19 0,86-2,22
v 0,76-13,07 42 704 1,33 0,23 0,84-2,18
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Zastrzezenia patentowe

. Sposab okreslenia ryzyka zachorowania na raka u kobiet powyzej 50 roku zycia, niepalacych,
znamienny tym, ze obejmuje ilosciowg ocene stezenia kadmu we krwi osoby badanej,
przy czym stezenie wskazuje na blisko 7 krotnie zmniejszone ryzyko zachorowania na raka
w stosunku do podgrupy o nizszym stezeniu kadmu we krwi (<0,28 pg/l), w przypadku wyste-
powania wartosci stezenia kadmu we krwi w przedziale 0,28-0,33 pg/l.

. Sposab okreslenia ryzyka zachorowania na raka u kobiet powyzej 50 roku zycia, niepalacych,
znamienny tym, ze obejmuje iloSciowg ocene stezenia kadmu we krwi osoby badanej,
przy czym stezenie wskazuje na ponad 9 krotnie zmniejszone ryzyko zachorowania na raka
w stosunku do podgrupy o wyzszym stezeniu kadmu we. krwi (>0,33 pg/l), w przypadku wy-
stepowania wartosci stezenia kadmu we krwi w przedziale 0,28-0,33 pg/l.

. Sposob wg zastrzezenia 1 i 2 znamienny tym, ze prébke materiatu biologicznego stanowi
krew petna.

. Sposob wg zastrzezenia 1, 2 i 3 znamienny tym, ze stezenie Cd w probce oznacza sie
przez bezposredni pomiar Cd we krwi petne;j.
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