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Opis wynalazku
Wynalazek dotyczy sposobu określania ryzyka raków piersi u kobiet. Opisywany wynalazek 

opiera się na ustaleniu, że istnieje korelacja między stężeniem kadmu we krwi pełnej a ryzykiem raków 
piersi u kobiet nie będących nosicielkami żadnej z mutacji założycielskich w genie BRCA1/2 typowych 
dla populacji polskiej. Prezentowany sposób powinien znaleźć zastosowanie w szeroko rozumianej dia­
gnostyce i profilaktyce nowotworów, zwłaszcza u kobiet.

Według klasyfikacji międzynarodowej agencji do badań nad rakiem (IARC, ang. International 
Agency for Cancer Research) kadm i jego związki zostały określone jako bezwzględne ludzkie karcy- 
nogeny - grupa 1 (strona internetowa: http://monographs.iarc.fr/ENG/Classification/latest_classif.php; 
data wejścia 2017-08-26).

Niekorzystne działanie kadmu i jego związków może prowadzić do chorób nerek, sercowo-na- 
czyniowych, nadciśnienia, anemii, uszkodzeń wątroby, zaburzeń funkcjonowania narządów płciowych, 
zaburzeń układu immunologicznego, niedoborów żelaza, miedzi i cynku, a także rozwinięcia choroby 
nowotworowej (Fowler BA, 2009). Toksyczne działanie kadmu wynika z jego wpływu na wiele procesów: 
zaburzanie przepływu elektronów w łańcuchu oddechowym (Al.Nasser IA, 2000), wypieranie i zastępo­
wanie innych metali w metaloenzymach oddziałujących na metabolizm białek, kwasów tłuszczowych, 
fosfolipidów, węglowodanów i kwasów nukleinowych (Casalino E, 1997; Waisberg M, 2003), osłabianie 
działania mechanizmów antyoksydacyjnych (Casalino E, 2002), a także wchodzenie w reakcje z gru­
pami tiolowymi białek enzymatycznych (Bertin G, 2006). Karcynogenne działanie kadmu jest także kon­
sekwencją wpływu na stres oksydacyjny (Nersesyan A, 2015). Kadm może bezpośrednio uszkadzać 
nici DNA, hamować naprawę DNA, wiązać się z zasadami kwasu nukleinowego, hamować syntezę 
glutationu oraz hamować metylację (Nersesyan A, 2015).

Badania eksperymentalne na zwierzętach jednoznacznie wykazują, że kadm może wywoływać 
nowotwory np. guzy wątroby, płuca, prostaty jak i hamować ich powstawanie np. białaczka. U zwierząt 
kadm działa w zależności od dawki i w sposób zależny od stanu hormonalnego (Waalkes MP, 1994; 
Wallkes MP, 1992; Waallkes MP, 1991; Waalkes MP, 1991).

Liczne prace opisują zwiększone stężenia kadmu we krwi pełnej osób, które zachorowały na no­
wotwór złośliwy prostaty (Vincetti M, 2007; Qayyum MA, 2014), nerki (Pirinicii N, 2013), pęcherza mo­
czowego (Kellen E, 2007; Wolf C, 2009), trzustki (Farzin L, 2013; Amaral AF, 2012) i piersi (Wu HD, 
2006; El-Deeb MMK, 2016). Kadm należy do grupy metaloestrogenów tj. metali posiadających zdolność 
bezpośredniego wiązania się z receptorem estrogenowym (Darbre PD, 2006). Nie ma dostępnej litera­
tury, w której stwierdzono by zwiększone ryzyko nowotworów u ludzi związane z niskimi stężeniami 
kadmu.

Przedmiotem wynalazku jest sposób określenia ryzyka raka piersi, charakteryzujący się tym, że 
obejmuje ilościową ocenę stężenia kadmu w próbce krwi pełnej pochodzącej od badanej kobiety nale­
żącej do populacji polskiej, niepalącej papierosów oraz niebędącej nosicielką mutacji w genie BRCA1/2 
wybranej spośród: 5382insC, C61G lub 4153delA, przy czym stężenie kadmu we krwi powyżej 0,59 μg/l 
wskazuje na 4-krotnie zmniejszone ryzyko zachorowania na raka piersi.

Korzystnie, stężenie kadmu w próbce oznacza się poprzez bezpośredni pomiar kadmu we krwi 
pełnej.

Protokół badań
Grupa obserwacyjna została wybrana spośród osób, których materiał znajduje się w biobanku 

naszego ośrodka. Pacjenci, którzy zgłosili się w latach 2010-2016 do Onkologicznej Poradni Ge­
netycznej przy Szpitalu Klinicznym Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, byli za­
praszani do oddania próbki krwi w celu biobankowania i podpisywali zgodę na przechowywanie 
i wykorzystywanie materiału w celach naukowych. Próbki krwi był y pobierane w godzinach 8-14, 
a pacjenci byli poinformowani o konieczności bycia na czczo przez co najmniej przez 4 godziny 
przed pobraniem. Dla większości pacjentów próbka była pobrana tylko raz, ale w niektórych przy­
padkach również więcej razy przy okazji kolejnych wizyt. Próbkę krwi przechowywano w -80°C do 
momentu oznaczenia stężenia kadmu.

W biobanku zgromadzono próbki od 33062 osób, które nigdy wcześniej przed pobraniem 
próbki nie chorowały na nowotwór złośliwy. Na potrzeby badania grupę 1698 osób bez mutacji w ge­
nie BRCA charakterystycznych dla populacji polskiej tj. 5382insC, C61G, 4153delA poddano ponad 
3 letniej obserwacji. Do grupy nie włączono osób z nowotworem złośliwym rozpoznanym przed 
pobraniem próbki krwi. Następnie w trzech głównych ośro dkach onkologicznych w Szczecinie, 

http://monographs.iarc.fr/
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sprawdzano która z osób wyjściowo zdrowych w momencie włączenia do biobanku, zachorowała. 
Spośród 1698 osób, w ciągu ponad 3 lat obserwacji, na nowotwór złośliwy zachorowało 110 kobiet. 
Pozostała część grupy stanowiła grupę kontrolną badania.

Charakterystykę kohorty prospektywnej przedstawiono w tabeli poniżej (Tabela 1).

Tabela 1. Charakterystyka grupy

Chore ZdroweCecha

Liczb» osób :

Średni wiek w momencie

110 osob M > 1588 osób
.1 · ’■ . : ■* <■

55,60 lat 55,10 lat
zabezpieczenia materiału

^Średni Okres jedzenia 

stanu źdKnijintfoflwupi

r * 1 ζ । f A

39,50 miesięcy , ’ 1.. 1

‘2 . i'
........................

Materiał
Od każdej osoby włączonej do badania pobrano próbkę krwi do pomiaru stężenia kadmu.
Metoda oznaczania zawartości Cd we krwi pełnej.
1.1 Aparat
Do określenia zawartości wskazanych metali wykorzystana została technika spektrometrii mas 

ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzężonej. Do wykonania pomiaru wykorzystano spektrometr 
mas ELAN DRC-e (PerkinElmer) oraz NexlON 350D (PerkinElmer). Wykorzystanie ICP-MS pozwala 
uzyskać limity detekcji < 0,1 pg/l. Podczas prowadzenia oznaczeń populacji nieeksponowanej zawo­
dowo na metale i ich związki, czułość aparatury odgrywa kluczową rolę.
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1.2 Przygotowanie do pomiaru
Zebrane próby krwi, zostały rozmrożone z temperatury -80°C do temperatury pokojowej, w dniu 

wykonywania analiz. Każda próbka została dokładnie wymieszana przy użyciu wstrząsarki lub worteksu 
w celu uzyskania możliwie największej homogenności materiału. Proces ten został powtórzony bezpo­
średnio przed pobraniem objętości krwi do rozcieńczeń z uwagi na zjawisko rozwarstwiania się krwi. 
Stosując możliwie najprostszą technikę, próbki krwi zostały rozcieńczone w stosunku 1:30 (50 pl krwi : 
1450 pl buforu). Z uwagi na specyfikę pomiaru do rozcieńczeń zastosowano roztwór wodorotlenku te- 
trametyloamonowego (TMAH). Alkaliczne pH zapewnia dobrą rozpuszczalność składników krwi, nie po­
wodując tym samym precypitacji żadnej z frakcji. Dodatkowo w celu lepszej dyspersji rozpuszczonych 
składników krwi zastosowano dodatek niejonowego surfaktantu w postaci Trytonu Χ-100. Wykorzysta­
nie tego związku nie tylko ułatwia rozpuszczanie m.in. białek ale także przyczynia się do szybszego 
wypłukiwania próbki z układu wprowadzenia spektrometru. Do korekcji efektu matrycy oraz dryfu apa­
ratu użyty został standard wewnętrzny w postaci rodu (105Rh). Do uzyskania stabilności jonów metali 
rozpuszczonych w roztworze zastosowany został dodatek kwasu wersenowego (EDTA). Dodatkowo, 
z racji zawartości związków zawierających węgiel, zastosowano dodatek butanolu do wszystkich roz­
tworów w celu niwelacji efektu związanego ze znaczną ilością węgla w badanej próbie.

1.3 Warunki pomiaru
Wszystkie oznaczenia przeprowadzono z wykorzystaniem kwadrupolowej celi reakcyjnej spek­

trometru, tzw. trybie DRC (ang. Dynamie Reaction Celi) aparatu Elan DRC-e oraz NexlON 350D (Per- 
kinElmer) z tlenem jako gazem reakcyjnym. Tlen jest gazem z wyboru dla prowadzenia oznaczeń As 
i Cd. W przypadku oznaczeń As, wykorzystanie tlenu pozwala uzyskać na drodze reakcji chemicznej 
stabilnego produktu w postaci jonu 75As16O+. Jon ten posiada masę 91, która wolna jest od interferencji 
spektralnych. Rozwiązanie to zapewnia maksimum specyfiki pomiaru As. Podobne rozwiązanie dotyczy 
oznaczeń kadmu. W tym przypadku jednak dokonano transferu atomu tlenu na interferent a nie jak 
w przypadku As na pożądany jon. Najpoważniejszą interferencję w oznaczeniach 114Cd stanowi tlenek 
molibdenu 98Mo16C. Zastosowanie tlenu pozwala na uzyskanie ditlenku molibdenu 98Mo16C>2, niwelując 
tym samym problem nakładania się tych dwóch mas. Obecnie jest to najbardziej czuła technika ozna­
czeń dla materiału biologicznego.

W przypadku Zn tlen pozostaje inertny.
1.4 Walidacja pomiarów
Do walidacji pomiarów zastosowano następujące materiały referencyjne ClinCheck (Recipe, 

Niemcy), NIST 955c (National Institute of Standards and Technology, Stany Zjednoczone) oraz BCR 
634 (European Commission, Community Bureau of Reference). Są to standardy odniesienia powszech­
nie stosowane w spektrometrii, pozwalające na potwierdzenie precyzji, czułości i specyfiki pomiaru.

Statystyka
Różnice w częstościach pomiędzy analizowanymi grupami oceniano przy pomocy Testu Zgod­

ności Fishera.
Wyniki
Analiza otrzymanych wyników wykazała istotną zależność między ryzykiem raków u kobiet a stę­

żeniem kadmu we krwi.
Kadm
Kobiety niepalące tytoniu ze stężeniem kadmu we krwi powyżej 0,59 pg/l wykazują istotne ponad 

4 krotnie obniżone ryzyko rozwoju raka piersi w porównaniu do nie palących kobiet ze stężeniami kadmu 
poniżej 0,59 pg/l (OR=4,20; p=0,0319; 95%CI:1,01-17,80) (Tabela 2).

Tabela 2. Częstość występowania raków piersi w zależności od stężenia kadmu wśród niepalących kobiet

Grupa Zakres stężeń pg/l Chore Zdrowe

1 ^0,59 2 , , , , 199

II <0,59 36 845
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Kobiety niepalące tytoniu ze stężeniem kadmu we krwi powyżej 0,59 pg/l nie wykazują istotnie 
obniżonego ryzyka rozwoju raka w porównaniu do niepalących kobiet ze stężeniem kadmu poniżej 
0,59 pg/l (OR=1,73; p=0,4234; 95% CI:0,58-3,81) (Tabela 3).

Tabela 3. Częstość występowania raków w zależności od stężenia kadmu wśród niepalących kobiet

Grupa Zakres stężeń gg/l Chore Zdrowe

•I " \ >0.59 Ϊ7 SIS

II <0,59 6 202
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Zastrzeżenia patentowe

1. Sposób określenia ryzyka raka piersi, znamienny tym, że obejmuje ilościową ocenę stężenia 
kadmu w próbce krwi pełnej pochodzącej od badanej kobiety należącej do populacji polskiej, 
niepalącej papierosów oraz niebędącej nosicielką mutacji w genie BRCA1/2 wybranej spo­
śród:
5382insC, C61G lub 4153delA, przy czym stężenie kadmu we krwi powyżej 0,59 μg/l wskazuje 
na 4-krotnie zmniejszone ryzyko zachorowania na raka piersi.

2. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że stężenie kadmu w próbce oznacza się poprzez 
bezpośredni pomiar kadmu we krwi pełnej.


