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Wykaz stosowanych skrotow

GLOBOCAN (ang. Global Cancer Incidence, Mortality and Prevalence) — Globalna Baza
Danych Zawierajaca Statystyki Dotyczace Raka

IARC (ang. International Agency Research on Cancer) — Miedzynarodowa Agencja Badan
nad Rakiem

RR (ang. relative risk) — ryzyko wzglgdne

HNPCC (ang. hereditary non-polyposis colorectal cancer) — dziedziczny rak jelita grubego

niezwigzany z polipowato$cia

FAP (ang. familial adenomatous polyposis) — rodzinna polipowato$¢ gruczolakowa
CIN (ang. chromosomal instability) — niestabilno$¢ chromosomowa

MSI (ang. microsatellite instability) — niestabilno$¢ mikrosatelitarna

CIMP (ang. CpG island methylator phenotype) — fenotyp metylatora wysp CpG

AJCC (ang. The American Joint Committee on Cancer) — Amerykanski Wspdlny Komitet
ds. Raka

TNM (ang. tumor node and metastasis) — guz (pierwotny), wezet (chtonny) i przerzut (odlegty)
MSI-H (ang. advanced microsatellite instability-high) — wysoka niestabilno$¢ mikrosatelitarna
MSS (ang. microsatellite stable) — stabilnos¢ mikrosatelitarna

FOBT (ang. fecal occult blood test) — test na krew utajong w kale

FIT (ang. fecal immunochemical test) — immunochemiczny test na krew utajong w kale

Cl (ang. confidence interval) — przedzial ufnosci

HGB — hemoglobina

RBC — liczba erytrocytow

HCT — hematokryt

MCV — s$rednia objetosc erytrocytow

MCH — $rednia zawarto$¢ hemoglobiny w krwinkach czerwonych
-7-
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MCHC - $rednie stgzenie hemoglobiny w krwinkach czerwonych

PR (ang. prevalence ratio) — wspotczynnik rozpowszechnienia

OR (ang. odds ratio) — iloraz szans

p (ang. p-value) — prawdopodobienstwo testowe

EDTA (ang. sodium ethylenediaminetetraacetic acid) — kwas sodowy etylenodiaminotetraoctowy

CREB (ang. cAMP-response element binding protein) — biatko wiazace si¢ z elementem
odpowiedzi na cAMP

CAMP (ang. cyclic adenosine monophosphate) — cykliczny adenozyno-3’,5'-monofosforan

ICP-MS (ang. inductively coupled plasma mass spectrometry) — spektrometria mas

ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzezonej
DRC (ang. dynamic reaction cell) — dynamiczna komora reakcyjna
TMAMH (ang. tetramethylammonium hydroxide) — wodorotlenek tetrametyloamonowy

NIST (ang. National Institute of Standards and Technology) — Narodowy Instytut Standaryzacji
i Technologii

Cv % (ang. calculated recurrency) — wspotczynnik wariancji

LAMP (ang. Lead And Multielement Proficiency Program) — Program Biegtosci Prowadzenia

Oznaczen Stezen Olowiu oraz Innych Pierwiastkow
CDC (ang. Center for Disease Control and Prevention) — Centrum Kontroli i Prewencji Chorob

QMEQAS (ang. Quebec Multielement External Quality Assessment Scheme) — Program

Zewngetrznej Kontroli Jakosci organizowany przez Centre du Toxicologie de Quebec

SNP (ang. single nucleotide polymorphism) — polimorfizm pojedynczego nukleotydu



-Nota informacyjna-

1. Nota informacyjna

Niniejsza rozprawe doktorska pt. ,,Miedz i arsen jako markery wystgpowania raka jelita
grubego” stanowi cykl 2 artykutdow oryginalnych, w ktorych jestem pierwszym autorem. Artykuty
opublikowano w  migdzynarodowych czasopismach naukowych znajdujacych sig
na licie Journal Citation Reports (Thomson Reuters). Laczna wartos¢ wspotczynnika
oddzialywania (Impact Factor - IF) dla cyklu wymienionych prac (wedlug Thomson Reuters
Journal Citation Reports 2019) wynosi 12,162 oraz 200 punktéw Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego. Rozprawe doktorska stanowia nastepujace publikacje:

— Piotr Baszuk, Paulina Stadnik, Wojciech Marciniak, R6za Derkacz, Anna Jakubowska,
Cezary Cybulski, Tomasz Huzarski, Jacek Gronwald, Tadeusz Dgbniak,
Katarzyna Bialkowska, Sandra Pietrzak, Jozef Kiladny, Rodney J. Scott, Jan Lubinski,

Marcin R. Lener.

,»Low blood-As levels and selected genotypes appears to be promising biomarkers
for occurrence of colorectal cancer in women.” Biomedicines. 2021; 9(9):1105. doi:
10.3390/biomedicines9091105

IF: 6,081. MNiSW: 100.

— Piotr Baszuk, Wojciech Marciniak, Roza Derkacz, Anna Jakubowska, Cezary Cybulski,
Jacek Gronwald, Tadeusz Degbniak, Tomasz Huzarski, Katarzyna Biatkowska,
Sandra Pietrzak, Magdalena Muszynska, Jozef Kladny, Steven A. Narod, Jan Lubinski,

Marcin R. Lener.

“Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer in Poland.”
Biomedicines. 2021; 9(11):1628. doi: 10.3390/biomedicines9111628
IF: 6,081. MNiSW: 100.

Zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Nauki i1 Szkolnictwa Wyzszego z dnia
30 pazdziernika 2015r. (§5.2) do pracy =zostaly dotgczone o$wiadczenia kandydata
oraz pozostalych wspotautoréw publikacji okreslajace indywidualny wklad w powstawanie prac

stanowigcych rozprawe doktorska.

1.1. Zrédlo finansowania.

Prace wykonano dzicki dofinansowaniu z Narodowego Centrum Badan i Rozwoju;

numer projektu: PBS3/B7/26/2015.
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2. Wstep

2.1. Epidemiologia raka jelita grubego

Wedlug danych GLOBOCAN (ang. Estimated Cancer Incidence, Mortality
and Prevalence) dotyczacych zachorowalno$ci i umieralnosci na raka, opracowanych przez
Migdzynarodowa Agencje Badan nad Rakiem (ang. International Agency Research on Cancer —
IARC), rak jelita grubego jest trzecim, po raku piersi (11,7%) i raku ptuca (11,4%) najczesciej
rozpoznawanym nowotworem na $wiecie u obu plci [1]. W 2020 roku na §wiecie zdiagnozowano
1880 725 przypadkow raka jelita grubego, co stanowito 10% wszystkich zdiagnozowanych

zachorowan na raka [1].

Rak jelita grubego jest gldowna, wymieniang na drugim miejscu zaraz po raku ptuca
(18%), przyczyna zgondw z powodu raka u obu pici. Z powodu tej choroby w 2020 roku zmarto
915880 o0sOb, co stanowito 9,4% wszystkich zgonoéw spowodowanych rakiem [1].
U kobiet rak tego narzadu stanowit 9,4% wszystkich zdiagnozowanych rakéw zajmujac drugie
miejsce zaraz po raku piersi (24,5%) i odpowiadat za 9,5% zgonow wywotanych rakiem zajmujac
trzecie miejsce po raku piersi (15,5%) i ptuca (13,7%). Z kolei u megzczyzn rak tego narzadu
stanowit 10,6% wszystkich rozpoznanych rakéw i zostat sklasyfikowany na trzecim miejscu
po raku ptuca (14,3%) i raku prostaty (14,1%). Jednoczesénie stanowit przyczyne 9,3% wszystkich
zgondéw spowodowanych rakiem u megzczyzn zajmujac trzecie miejsce po raku ptuca (21,5%)

i raku watroby (10,5%) [1].

Raporty opracowane w 2021 roku przez Krajowy Rejestr Nowotworow Narodowego
Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej—Curie w Warszawie, bazujace na polskiej populacji
— odzwierciedlajg Swiatowg charakterystyke zapadalno$ci i umieralnosci na raka jelita grubego.
Najczesciej diagnozowanymi nowotworami ztosliwymi u kobiet sg: rak piersi (22,9%),
rak ptuca (9,9%) oraz rak jelita grubego (9,5%), ktére rowniez odpowiadaja za najwigkszy
odsetek zgondéw z powodu raka w nastepujacej kolejnosci: rak ptuca (17,9%), rak piersi (15,1%)
oraz rak jelita grubego (11,6%). U mezczyzn najczesciej diagnozowanym nowotworem
ztodliwym jest rak prostaty (20,6%). Podobnie jak u kobiet, drugim i trzecim najczgsciej
diagnozowanymi rakami sg: rak pluca (16,2%) oraz rak jelita grubego (12,2%).
Rak jelita grubego u m¢zczyzn odpowiada za 13% zgondw spowodowanych rakiem, zajmujac

drugie miejsce zaraz po raku ptuca (27,4%) a przed rakiem prostaty (10,3%) [2].
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2.2.  Wybrane czynniki ryzyka raka jelita grubego

Na ryzyko zachorowania na raka jelita grubego wptywaja zarowno czynniki genetyczne,
jak 1 zwigzane ze stylem zycia (Tabela 1). Jednak zaden pojedynczy czynnik ryzyka
nie odpowiada za wigkszos$¢ przypadkow raka jelita grubego [3]. Poza starszym wiekiem i picig
meska, w badaniach epidemiologicznych zidentyfikowano i ustalono czynniki ryzyka,
ktore czesto wspotwystepuja i wchodzg w interakcje [4]. Wsérdd nich mozna wymienié:
rodzinny wywiad raka jelita grubego [5], nieswoiste zapalenie jelit [6], palenie tytoniu
[7], nadmierne spozywanie alkoholu [8], wysokie spozycie czerwonego i przetworzonego migsa
[9], otytos¢ [10]1 cukrzyce [11]. Czes¢ z wymienionych czynnikdéw, gtownie zwigzanych
z trybem zycia, mozna modyfikowa¢ i odpowiadaja one za wigksza czgs¢ obcigzenia choroba
na poziomie populacji, pomimo mniejszego ryzyka wzglednego (RR gltownie pomiedzy
1,2a2,0) [4].

Jednak najsilniejszy wzrost ryzyka raka jelita grubego wystepuje u 0sob pochodzacych
z rodzin z krewnymi pierwszego stopnia z rakiem tego narzadu, w tym szczegdlnie
u osob z wieloma chorymi krewnymi lub krewnymi zdiagnozowanymi w mlodym wieku
oraz 0sOb z nieswoistym zapaleniem jelit [4]. Szacuje si¢, ze okoto 5-10% wszystkich rakoéw
jelita grubego rozwija si¢ w warunkach okreslonych dziedzicznych zespotéw nowotworowych.
Do dwoch gltownych poznanych zespotéow dziedzicznej predyspozycji do nowotworow,
w przebiegu ktorych dochodzi do rozwoju raka jelita grubego naleza: dziedziczny rak jelita
grubego niezwiazany z polipowato$ciag (HNPCC/zespot Lyncha) zwigzany z mutacjami genow
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EpCAM oraz rodzinna polipowato$¢ gruczolakowa (FAP) zwigzana
z mutacjami w obrgbie genéw APC, MUTYH. Zwickszone ryzyko zachorowania na raka jelita
grubego wystepuje roOwniez w przebiegu odmian FAP, takich jak zespol: Gardnera i Turcota,
w zespotach Peutz-Jeghersa (mutacje genu LKB1/STK11), Cowdena (mutacje genu PTEN),
oraz polipowato$ci mtodzienczej (mutacje genow SMAD4, BMPR1A), jak rowniez w przebiegu
atenuowanej polipowato$ci gruczolakowatej jelita grubego oraz zespotu ptaskiego gruczolaka [ 3].
Pojawiajace si¢ wyniki badan sugerujg inne potencjalne czynniki wptywajace na zwigkszone
ryzyko zachorowania na raka jelita grubego. Przyktadem mogg by¢ badania sugerujace,
ze zakazenie Helicobacter pylori, Fusobacterium spp. i innymi potencjalnymi czynnikami

zakaznymi moze wigzac si¢ ze zwigkszonym ryzykiem raka jelita grubego [12—14].

Do  uznanych czynnikéw  prewencyjnych  raka  jelita  grubego  nalezy
aktywnos$¢ fizyczna [15], stosowanie hormonalnej terapii zastepczej [16], aspiryny [17,18]

oraz endoskopia z usunieciem zmian przedrakowych [19,20] (Tabela 1). Niektore, nie do konca
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ryzyka, | |=silna redukcja ryzyka, |=umiarkowana

prawdopodobne, ale nie w pelni ugruntowane asocjacje.
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jednoznaczne dane sugeruja dziatanie ochronne diet bogatych w owoce, warzywa,
blonnik zbozowy 1 produkty petnoziarniste [21,22], mleczne [23]lub ryby [24]
i ewentualnie statyny [25].
Tabela 1 . Czynniki ryzyka raka jelita grubego [4].
Ryzyko
Czynniki socjodemograficzne
Starszy wiek ™1
Ple¢ meska ™
Czynniki medyczne
Historia rodzinna ™
Zapalna choroba jelit "
Cukrzyca 1
Zakazenie Helicobacter pylori @)
Inne infekcje )
Endoskopia jelita grubego L
Hormonalna terapia zastepcza !
Aspiryna !
Statyny (@)
Czynniki stylu Zycia
Palenie 1
Nadmierne spozycie alkoholu 1
Otytos¢ 1
Aktywno$¢ fizyczna !
Czynniki dietetyczne
Wysokie spozycie migsa czerwonego 1 przetworzonego 1
Owoce i warzywa ()
Btonnik zbozowy i produkty petnoziarniste )
Ryby ()
Nabiat )
T1=bardzo silny wzrost ryzyka, 11=silny wzrost ryzyka,=umiarkowany wzrost

redukcja ryzyka. Nawiasy pokazuja
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2.3. Patogeneza molekularna i struktura histopatologiczna raka jelita

grubego

W patogenezie raka jelita grubego wyroznia si¢ 3 glowne szlaki zwigzane
z niestabilno$cia genomowa: niestabilno§¢ chromosomowa (CIN) obserwowang nawet
w 70% przypadkéw raka jelita grubego [26], niestabilno$¢ mikrosatelitarng (MSI),
ktora jest wykrywana w okoto 15% wszystkich przypadkow raka jelita grubego
(3% przypadkéw zwigzanych z wystgpowaniem zespotu Lyncha, 12% powodowanych
sporadyczng hipermetylacja promotora genu MLH1) [27-29] oraz fenotyp metylatora
wysp CpG (CIMP) [30,31].

Zaproponowany przez Amerykanski Wspolny Komitet ds. Raka (ang. The American
Joint Committee on Cancer — AJCC) migdzynarodowy system klasyfikacji nowotworow
zto§liwych TNM (ang. tumor node and metastasis) jest jednym z kluczowych parametréw
klinicznych w odniesieniu do prognozowania progresji choroby oraz okreslajacym odpowiednie
postgpowanie terapeutyczne. Jako klasyfikatory wykorzystuje on: charakterystyke guza
pierwotnego (T) — w szczeg6lnosci jego rozmiar oraz fakt naciekania okolicznych tkanek;
przerzuty do weztbw chlonnych (N) oraz przerzuty do narzadow odlegtych (M).
W zaleznosci od wielkoéci guza pierwotnego wyrdznia si¢ 4 stopnie jego rozwoju (T1-T4).
Guzy o charakterze nieinwazyjnym, nieprzekraczajace granicy tkanki danego narzadu
okreslane sa jako raki in situ (Tis). W przypadku braku mozliwosci oceny ogniska
pierwotnego klasyfikowane sa jako Tx, a w przypadku braku dowodoéw na istnienie guza

pierwotnego — jako TO.

W odniesieniu do oceny wystgpowania przerzutow w weztach chlonnych wyr6znia sie

nastepujace kategorie:

— N1-N3: przerzuty obecne w coraz odleglejszych weztach chtonnych,
— NO: brak przerzutow w weztach chlonnych,

— Nx: brak mozliwosci oceny przerzutow w weztach chtonnych.
Odnosnie przerzutow do narzadoéw odlegtych wyrdznia si¢ nastepujgce klasyfikatory

— MI: obecnos$¢ przerzutow odlegtych,
— MO: brak przerzutéw odlegtych,

—  Mx: brak mozliwos$ci oceny obecnosci przerzutow odlegtych.

-13-
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W praktyce klinicznej na podstawie klasyfikatorow TNM okre$lany jest jeden z 4 stopni
zaawansowania klinicznego nowotworu (ang. stage). Ogodlna charakterystyka poszczeg6lnych

stopni zaawansowania ksztaltuje si¢ nastepujaco [32—34]:

— stopien I: wystepowanie guza ograniczone do organu pierwotnego, bez cech rozsiewu
w odniesieniu do weztow chtonnych i naczyn krwiono$nych,

— stopien II: lokalne rozprzestrzenianie si¢ guza do otaczajacych tkanek oraz najblizszych
weztow chtonnych,

— stopien III: rozlegly guz pierwotny z cechami naciekania do glgbszych struktur
tkankowych oraz do dalszych weztoéw chtonnych,

— stopien IV: zmiany o charakterze mocno zaawansowanym z cechami przerzutow

odlegtych.

Ze wzgledu na stopien ztosliwosci histologicznej wyrdznia si¢ 3 stopnie zrdznicowania

(ang. grading) rakow [32,35]:

— Gl: najbardziej zréznicowane (najlepiej rokujace),
— (2: $rednio zroéznicowane,
— G3: najmniej zréznicowane (najgorzej rokujace),

— Gx: brak mozliwosci oceny stopnia ztosliwosci histologiczne;j.

Przewazajaca  wigkszos¢ rakéw  jelita grubego stanowia  gruczolakoraki
(adenocarcinoma) wywodzace si¢ z komorek nabtonka btony sluzowej. Stanowig one okoto 90%
wszystkich przypadkéw zdiagnozowanych rakow. Wsrdd gruczolakorakow jelita grubego mozna
wyrozni¢: gruczolakoraka $luzowego (mucinous adenocarcinoma) oraz gruczolakoraka

z komorkami sygnetowatymi (signet ring cell adenocarcinoma).

W przypadku gruczolakoraka $luzowego, ponad 50% jego objetosci stanowig mucyny
zlokalizowane w duzych, gruczotowatych strukturach. Wigkszos$¢ gruczolakorakow §luzowych
wystepuje u pacjentow z HNPCC, charakteryzuje si¢ wysoka niestabilno$cig mikrosatelitarng
(MSI-H) oraz oceniana jest jako raki wysokozroznicowane i lepiej rokujace, w odrdéznieniu
od gruczolakorakow §luzowych, stabilnych mikrosatelitarnie (MSS), ktore na og6t sa bardziej

agresywne.

Do gruczolakorakow z komorkami sygnetowatymi zalicza si¢ te, u ktorych wigcej
niz 50% komorek stanowig komorki posiadajace wyrazne wewnatrzcytoplazmatyczne struktury
zawierajgce mucyny, ktore poprzez wypychanie jadra komoérkowego na obwod komorek nadaja

im charakterystyczny ksztalt. Gruczolakoraki z komoérkami sygnetowatymi charakteryzuja si¢
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wysokim stopniem zlosliwosci histologicznej 1 zazwyczaj oznaczaja gorsze rokowanie
W poréwnaniu do typowych gruczolakorakéw. Wyjatek stanowig gruczolakoraki
z komoérkami sygnetowatymi charakteryzujace si¢ wysoka niestabilno$cia mikrosatelitarna,

ktore lepiej rokuja [33].

Pozostalymi, rzadziej wystepujacymi typami raka jelita grubego sa: raki
gruczotowo-ptaskonabtonkowe (adenosquamous carcinoma), raki wrzecionowatokomorkowe
(spindle  cell carcinoma), raki ptaskonabtonkowe (squamous cell carcinoma),
raki neuroendokrynne (neuroendocrine neoplasms) oraz raki niezréznicowane (undifferentiated

carcinoma) [33,35].

2.4. Metody diagnostyki raka jelita grubego.

Ze wzgledu na specyfike raka jelita grubego polegajaca na stosunkowo dtugim rozwoju
klinicznym choroby oraz fakt, ze pelnoobjawowe przypadki sg zazwyczaj zaawansowane
klinicznie, wczesna diagnostyka wymieniana jest jako jeden z glownych sposoboéw osiggania
dobrych wynikow leczenia [36]. Badania przesiewowe w kierunku wczesnego wykrywania

raka jelita grubego mozna podzieli¢ na inwazyjne oraz nieinwazyjne.

2.4.1. Inwazyjne metody wykrywania raka jelita grubego.

Do inwazyjnych metod wczesnej diagnostyki raka jelita grubego naleza: kolonoskopia,

sigmoidoskopia oraz kolonografia oparta na tomografii komputerowej.

Skutecznos¢ wykrywania raka jelita grubego z zastosowaniem kolonoskopii przekracza
95% [37-43]. U 0s6b pochodzacych z rodzin z HNPCC zaleca si¢ wykonywanie kolonoskopii
co 1-2 lata poczynajac od 20-25 r.z. W rodzinach, w ktorych rak jelita grubego wystapit
w mlodszym wieku, kolonoskopi¢ nalezy rozpocza¢ wykonywa¢ o 5 lat wczesniej

od wieku najmtodszej osoby z rakiem jelita grubego [44].

Wykonywanie kolonoskopii w 10-letnich odstepach czasu po ukonczeniu 50 roku zycia
pozwala na wykrycie ~70% rakow w niskim stopniu zaawansowania klinicznego co wigze si¢
z okoto 30% redukcja $miertelnosci z powodu raka jelita grubego. Realizacja programu
kolonoskopowego w rodzinach z HNPCC powoduje blisko 100% redukcje zgonow
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spowodowanych rakiem jelita grubego [38,45,46]. Do jednej z gtownych zalet kolonoskopii
nalezy zaliczy¢ mozliwo$¢ usunigcia zmian przedrakowych lub matych zmian wskazujacych
na obecno$¢ ognisk rakowych juz w momencie ich zidentyfikowania. Metoda ta umozliwia
dostep diagnostyczny zarowno do proksymalnej jak i dystalnej czgséci jelita grubego [37].
Do niewatpliwych wad metody nalezy jej inwazyjno$¢. Pacjent wymaga wcze$niejszego
przygotowania do badania poprzez zmiang diety, uzycie srodkéw przeczyszczajacych a niekiedy
uspokajajacych. Dodatkowo istnieje ryzyko perforacji jelita w trakcie badania, wystapienia
krwawienia po wykonaniu badania, zwlaszcza jezeli w jego trakcie wykonywano usunigcie

wykrytych polipow [47].

Sigmoidoskopia, wykonywana po ukonczeniu 50 roku zycia wykrywa ponad
95% rakéw jelita grubego, jednak jedynie koncowego odcinka jelita grubego [37].
Badania wykazaly okoto 60% spadek $miertelnosci z powodu raka jelita grubego
zlokalizowanego w koncowym odcinku jelita grubego dzicki przeprowadzaniu badan
przesiewowych opartych o sigmoidoskopi¢ [48]. Podobnie jak w przypadku kolonoskopii,
zaletami sigmoidoskopii sg mozliwosci zidentyfikowania zmian o charakterze przedrakowym,
wczesnych ognisk rakowych oraz mozliwo$¢ usunigcia zmian w momencie ich wykrycia.
Dyskomfort zwigzany z sigmoidoskopig jest porownywany do kolonoskopii przeprowadzanej

w znieczuleniu [47,49].

Kolonografia to metoda diagnostyczna oparta na tomografii komputerowej,
polegajaca na radiologicznej wizualizacji jelita grubego. W poréwnaniu do kolonoskopii
1 sigmoidoskopii jest klasyfikowana jako metoda pélinwazyjna [50]. Niesie za sobg nizsze ryzyko
powiktan [51] oraz jest lepiej tolerowana przez pacjentéw [52]. Metoda ta umozliwia stworzenie
trojwymiarowego obrazu struktury jelita grubego umozliwiajacego wykrycie ognisk mogacych
sugerowac zmiany nowotworowe, ktore moga by¢ nastepnie potwierdzone za pomocg tradycyjnej
kolonoskopii [53]. Czuto$¢ kolonografii opartej na tomografii komputerowej w wykrywaniu
raka jelita grubego przekracza 90% w przypadku polipow o rozmiarach >10mm
oraz 78% w przypadku polipéw o rozmiarach >6mm [54]. Do wad metody nalezy wymienic¢
kumulujace si¢ koszty wykonania badania w przypadku koniecznosci wykonania dodatkowej
kolonoskopii w nastgpstwie kolonografii, narazenie pacjenta na promieniowanie,
ktore nie wystepuje w przypadku kolonoskopii i sigmoidoskopii [55], a takze fakt,

ze wynik badania czgsto zalezny jest od interpretacji radiologéw opisujacych dane badanie [37].

-16-



-Wstep-

2.4.2. Nieinwazyjne metody wykrywania raka jelita grubego — markery.

Testy przesiewowe raka jelita grubego, ktére wykorzystuja nieinwazyjnie wykrywalne
markery sa przedmiotem badan od wielu lat. Niektore z takich markerow sa stosowane
w diagnostyce raka jelita grubego, czgsto jako uzupelienie metod inwazyjnych, z kolei inne
markery o potencjale diagnostycznym sg nadal badane. Do nieinwazyjnych metod zwigzanych
z wczesng diagnostyka raka jelita grubego nalezg: test wykrywajacy hemoglobing w kale (FOBT),
immunochemiczny test wyrywajacy hemoglobing w kale (FIT), liczne testy umozliwiajace
wykrycie we krwi/osoczu/surowicy charakterystycznych dla raka biatek, zmiany w DNA,
mikroRNA, analizy charakterystycznych metabolitow endogennych, w tym lotnych zwiazkoéw
organicznych, analizy struktury mikrobiomu jelitowego, ptytek krwi, a takze analizy rejestrow
danych medycznych oparte o techniki uczenia maszynowego oceniajace wyniki morfologii krwi
(algortym ColonFlag) [36,56-60].

Z historycznego punktu widzenia jednym z najpopularniejszych testow umozliwiajacych
wykrycie biatek charakterystycznych dla obecnosci raka jelita grubego jest test FOBT,
ktory byt wykorzystywany przez dekady ze wzgledu na prostotg oraz stosunkowo niskie koszty
wykonania. Test FOBT umozliwia wykrycie hemoglobiny w analizowanej probce,
przy czym nie jest on swoisty dla ludzkiej krwi w przeciwienstwie do testu FIT,
ktory wykorzystuje specyficzne przeciwciala umozliwiajace wykrycie hemoglobiny ludzkiej
w badanej probce [61]. W zwiazku z tym jest on coraz czegSciej zastgpowany testem FIT [62].
W odniesieniu do kolonoskopii, test FOBT charakteryzuje si¢ czuto$ciag wykrywania raka jelita
grubego oraz zmian przedrakowych na poziomie odpowiednio 33%-75% oraz 11%-25%,
podczas gdy wykazana czuto$¢ testu FIT wynosi odpowiednio 71%—75% w przypadku raka jelita
grubego oraz 27%-29% w przypadku wykrywania gruczolakow. Specyficznos¢ testow FOBT
(Hemoccult® II) oraz FIT (HemeSelect™) przekracza odpowiednio 98% oraz 94% [62-66].
Do =zalet testow FOBT oraz FIT nalezy niewatpliwie ich nieinwazyjny charakter.
Wykonanie testu nie wymaga ucigzliwego dla pacjenta wcze$niejszego przygotowania,
samo badanie nie powoduje réwniez dyskomfortu jak w przypadku kolonoskopii
czy sigmoidoskopii. Mimo zalet, testy FOBT oraz FIT majg do$¢ wysoka tendencj¢ wykazywania
wynikow fatszywie negatywnych [47,49].

Przeprowadzono liczne badania na temat mozliwosci wykrywania biatek zwigzanych
z obecnoscig raka jelita grubego w probkach krwi, osocza oraz surowicy.
Wskazywanych jest wiele potencjalnych markerow mogacych wykry¢ obecnos¢ raka tego

narzadu na podstawie dostarczonej probki, jednak wiele z nich charakteryzuje si¢ stosunkowo
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niska czutoscig lub specyficznoscia [36]. Wsrdd biatek przydatnych w diagnostyce raka jelita
grubego, jednocze$nie mozliwych do wykrycia w surowicy zalicza si¢ biatka: CA11-19
(czutosé: 98%; specyficznosc: 84%) [67], Cyr6l (czuto$é: 83%; specyficznosc: 97%) [68],
integryne B6 (czutos¢: ~70%; specyficzno$é: ~100%) [69] oraz TFF3 (czulos¢ ~74%;
specyficzno$é: ~95%) [68].

Kolejnym obszarem zainteresowania dotyczacym, wczesnej diagnostyki raka jelita
grubego sa markery oparte o analiz¢ DNA i mRNA. Mutacje genow, zwlaszcza K-RAS i APC
byly pierwszymi markerami DNA powigzanymi z rakiem jelita grubego i ocenionymi w celu
opracowania nowych nieinwazyjnych metod wczesnego wykrywania i badan przesiewowych
raka jelita grubego [36]. Jednak w wyniku prac oceniajacych wykorzystanie tylko mutacji
jako markerow diagnostycznych, okazato si¢, ze stosowanie testow DNA nie zapewnia
mozliwosci uzyskania zadowalajacego poziomu czutosci diagnostycznej. Jedno z amerykanskich
badan przeprowadzone w grupie zlozonej z pacjentow objetych przesiewowa kolonoskopia
1 obejmujacego panel 21 zmian w DNA (mi¢dzy innymi: mutacje punktowe w genach K—RAS,
APC i TP53, a takze marker niestabilno$ci mikrosatelitarnej BAT-26, wykazalo, ze czutosé
diagnostyczna panelu nieznacznie przekraczata 50% [70]. Relatywnie niskie poziomy czutosci
testow diagnostycznych opartych o analiz¢ mutacji DNA, spowodowaty przekierowanie uwagi
badaczy na poszukiwanie zmian epigenetycznych, mogacych wykazywaé istotny zwigzek
z wystepowaniem raka jelita grubego. Wykazano, ze analiza poziomu metylacji wybranych
genow: BMP3, NDGR4, SEPT9, SFRP2, SPG20, TFPI2 oraz VIM w probkach katu, pozwala
na uzyskanie czulosci diagnostycznej od 50% do 92% oraz specyficznosci na poziomie
od 80% do 100% w odniesieniu do wykrywania przypadkow raka jelita grubego [71-73].
Ze wzgledu na problematyczno$¢ zwigzang z uzyskaniem powtarzalnych wynikow
wspomnianych analiz, podjeto proby skonstruowania paneli diagnostycznych odnoszacych sie
do kilku wybranych gendéw. Polgczenie analizy profilu metylacji genow: BMP3 i NRG4
oraz SFRP2 i VIM, wydaje si¢ zwigksza¢ zaréwno czuto$¢, jak i swoistos¢ wykrywania jelita
grubego, jednak te doniesienia wymagaja dalszej weryfikacji [71,74]. Pierwszym komercyjnym
testem diagnostycznym specyficznym dla raka jelita grubego bazujagcym na analizie poziomu
metylacji w genie VIM byt test Colosure™ [75], ktory zostal zastgpiony bardziej wydajnym
testem Cologuard®, opartym o analiz¢ panelu r6znych markerow: poziomu metylacji w genach
NDRG4 i BMP3, obecno$¢ mutacji w genie K-RAS oraz obecno$ci hemoglobiny w probkach
stolca [76]. Ze wzgledu na zlozong, wieloetapowa procedure przeprowadzania diagnostyki
oraz stosunkowo wysokie koszty wynoszace okoto 600$, test Cologuard® wydaje sie
interesujagcym uzupelnieniem testu FIT, jednak nie zastgpuje go w powszechnie stosowanym

schemacie postgpowania zwigzanym z wczesng diagnostykg raka jelita grubego [36].
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Innym komercyjnie dostepnym testem diagnostycznym raka jelita grubego jest Epi proColon®.
Test wykrywa krazace DNA guza, ktore jest uwalniane z komoérek nowotworowych i opiera si¢
0 ocen¢ poziomu metylacji regionu promotorowego v2 genu SEPT9 w o0soczu.
W przeprowadzonych badaniach czuto$¢ testu Epi proColon® w wykrywaniu raka jelita grubego
wyniosta okolo 73% 1 nie byla gorsza od czulosci FIT wynoszacej 71-75%.

Jednak swoisto$¢ Epi proColon ® bylta nizsza niz FIT (82% w porownaniu z 94%) [77].

Jednym z czynnikdw regulujacych poziom wielu procesow biologicznych,
w tym ekspresji gendw mogacych wptywac na karcynogeneze, jest nickodujace RNA (ncRNA),
a w szczegblnosci mikroRNA [78,79]. Poniewaz mikroRNA jest zwigzane z obecno$cig guzoéw
jelita grubego, zasugerowano, ze jego oznaczanie w probkach katu moze stanowi¢ nowa metode
diagnostyczng we wczesnym wykrywaniu i badaniach przesiewowych raka jelita grubego
[80-83]. Wyniki badan opisujacych analiz¢ mikroRNA w probkach katu sg niejednoznaczne.
Do tej pory, jednym z lepiej poznanych markerow mikroRNA w odniesieniu do wykrywania raka
jelita grubego jest miR-21, jednak nie charakteryzuje si¢ on zadowalajacym poziomem czutosci
(od 56% do 86%) i specyficznosci (od 73% do 81%) [80]. Markery miR-451
oraz miR-223 odznaczaly si¢ stosunkowo dobrymi poziomami czuloSci i specyficznosci
(odpowiednio: 88% i 100% w przypadku miR—451 oraz 77% i 96% w przypadku miR—223)
w analizowanej grupie [84], jednak istniejg badania, w ktérych przy wykorzystaniu paneli
sktadajacych si¢ z kilku markeréw mikroRNA, poziomy czuto$ci i specyficzno$ci sg nizsze
[80,85]. Wyniki czuto$ci i specyficzno$ci testow opartych o markery mikroRNA w przypadku,
gdy badanym materiatem jest osocze lub surowica sprawiajg trudno$ci w jednoznacznej ocenie
ich przydatnosci. Réwniez w tym przypadku przeprowadzono wiele badan w odniesieniu
do markera miR-21 (czuto$¢ markera miR-21 wynosita od 65% do 91,4%, a swoistos¢
od 74,4% do 95%) [80,86-88]. Panele diagnostyczne umozliwiajace analiz¢ kilku markeréw
mikroRNA charakteryzuja si¢ czuloscig i specyficznoscig przekraczajaca 90% [89,90].
Ztozono$¢ procedur laboratoryjnych oraz koniecznos$¢ starannej optymalizacji 1 standaryzacji
uznawane sg za najwieksze niedogodnosci diagnostyki opartej o wykorzystanie analiz mikroRNA
[91].

Kolejnym obszarem zainteresowania badaczy w kontekscie wczesnej diagnostyki raka
jelita grubego jest metabolomika. Ta dziedzina koncentruje si¢ na ocenie szerokiego spektrum
metabolitow wytwarzanych przez organizm. Cz¢$¢ z nich mozna zaklasyfikowaé jako lotne
zwiazki organiczne, ktore sa obecne w formie gazowej w wytwarzanych przez organizm
substancjach, przez co moga by¢ potencjalnie wykorzystywane w diagnostyce ro6znych chorob,
w tym raka jelita grubego [92]. Majac na uwadze specyfik¢ zapachowa lotnych zwigzkow
organicznych, podjeto proby skonstruowania paneli umozliwiajacych ich analize
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(opracowanie tzw. ,.elektronicznego nosa”) oparta o chromatografi¢ gazowa czy spektrometrie
mas, ktéore uwazane sa za zioty standard w kontekScie analiz metabolitow zwigzanych
z wystepowaniem raka jelita grubego [92,93]. Mimo stosunkowo wysokiej czutosci
i specyficznosci takich analiz, nierzadko przekraczajacych 90%, wysoki koszt wykonania badan
oraz zlozono$¢ techniczna pomiaré6w wykorzystujacych kombinacje technik chromatografii
gazowej, spektrometrii mas etc., sa gtownymi przeszkodami we ich wdrozeniu w rutynowej

diagnostyce raka jelita grubego [36].

Charakterystyka budowy koncowego odcinka przewodu pokarmowego, polegajaca
na wystgpowaniu statych interakcji pomiedzy tkankami jelita a flora mikrobiologiczna powoduje,
ze potencjalna rola mikroorganizméw w karcynogenezie raka jelita grubego wydaje si¢
najbardziej oczywista sposrod wszystkich chorob nowotworowych. Badania wskazujace
na istotng role struktury mikrobiomu jelit w procesach zapalnych mogacych prowadzi¢
do przerwania ciaglosci tkanek oraz ich potencjalne dziatanie genotoksyczne mogace
przyspiesza¢ procesy transformacji nowotworowej kieruja uwage badaczy na aspekt zwigzany
z analizg mikrobiomu jelitowego i jego ewentualnym wplywem na wystgpowanie raka jelita
grubego [94-96]. W proponowanych nieinwazyjnych panelach diagnostycznych raka jelita
grubego wykorzystujacych analiz¢ mikrobiomu jelit, niezwykle czg¢sto wskazywana jest istotna
rola obecnosci bakterii Fusobacterium nucleatum, ktéra opisywana jest jako czynnik
przyczyniajacy si¢ do wystgpowania migdzy innymi choroby zapalnej jelit czy samego raka
[94,96,97]. Z uwagi na obiecujgce wyniki dotychczasowych badan, mozliwo$¢ wykorzystania
analiz mikrobiomu jelit, wydaje sie interesujgcym uzupetnieniem powszechnie obowigzujgcych
metod diagnostyki raka jelita grubego, jednak ze wzgledu na swoja specyfike wymaga dalszych
badan weryfikujacych wyniki prezentowanych badan oraz ewentualne opracowanie

ustandaryzowanych paneli diagnostycznych [36].

Istniejg badania wskazujace na istotny zwigzek pomiedzy wysoka liczbg plytek krwi
(trombocytoza) a wystgpowaniem rakow [98-100]. Badania przeprowadzone przez Giannakeasa
m.in. na populacji kanadyjskiej wskazujg na zwigzek pomiedzy trombocytoza a ryzykiem
wystgpienia rakow: jajnika, Zoladka, jelita grubego, pluc, nerek oraz przetyku
w okresie co najmniej dwoch lat od momentu wykonania analizy morfologii krwi [60].
W przypadku raka jelita grubego, ryzyko wzglgdne wystapienia raka w okresie 2 lat
od momentu wykonania analizy morfologii krwi bylo ponad pigciokrotnie wyzsze
(RR: 5,41; 95% CI: 4,80-6,10) u pacjentow z trombocytoza w porownaniu do 0séb
charakteryzujacych si¢ liczba plytek krwi pozostajacym w zakresach uznawanych za zgodne
z norma [60]. Przytoczone badanie posiada ograniczenie: zgromadzone dane oraz struktura
przeprowadzonego eksperymentu sugeruja, ze proces nowotworowy u 0sob z trombocytoza,
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moégt  by¢é obecny juz w momencie wykonywania analiz morfologii  krwi.
W zwiazku z powyzszym nie jest jasne czy podwyzszone miano plytek krwi powoduje
wystepowanie raka lub jego szybszy rozwdj, czy jest ono spowodowane juz toczacym si¢
procesem nowotworowym. Jednak potencjalnie, nadplytkowo§¢ moze okazaé si¢ przydatnym
markerem diagnostycznym raka jelita grubego. Opisywane badanie wskazuje ze osoby
z nadplytkowo$cia o niewyjasnionej etiologii powinny by¢ poddane badaniom przesiewowym

w Kierunku wczesnej diagnostyki nowotworowe;j.

W zwigzku z rozwojem narzedzi opartych o algorytmy uczenia maszynowego,
podjeto proby przeprowadzenia analiz danych pochodzacych z rejestrow danych medycznych,
obejmujacych wyniki morfologii krwi w celu typowania pacjentdow z wysokim ryzykiem
wystgpienia w jelicie grubym zmian o charakterze przedrakowym a takze rakow [57,58,101,102].
Jednym z narzgdzi umozliwiajacym wykonanie wspomnianych analiz jest algorytm ColonFlag,
wykorzystujacy informacje o wieku i ptci pacjentéw oraz parametry morfologiczne dotyczace:
hemoglobiny (HGB), liczby erytrocytow (RBC), hematokrytu (HCT), $redniej objetosci
erytrocytow (MCV), $redniej zawarto$ci hemoglobiny w krwinkach czerwonych (MCH)
oraz §redniego stezenia hemoglobiny w krwinkach czerwonych (MCHC), do generowania
wynikow w formie koncowej punktacji (score) w zakresie od 0 do 100. Wspominane parametry
sa niezbednymi danymi do prawidtowego funkcjonowania algorytmu ColonFlag.
W przypadku braku ktorejkolwiek z wymienionych sktadowych badania morfologicznego,
algorytm uzupetnia brakujace dane o wartosci specyficzne dla wieku i ptci danego pacjenta.
Dodatkowe skladowe badan morfologicznych zwigkszaja sprawnos¢ dzialania metody
aczkolwiek nie sg niezbedne do jej wykonania. Z analiz wykonanych przez Hilsdena i in. wynika
ze algorytm ColonFlag jest w stanie wykry¢ zmiany przedrakowe, takie jak zaawansowane polipy
gruczolakowate. Wyniki tych badan sugeruja, ze skuteczno$¢ algorytmu ColonFlag bylta nizsza
u pacjentOw z wczesniej wystepujacymi zmianami polipowatymi w obrebie jelita grubego.
Czulo$¢ analizowanego algorytmu w poréwnaniu z powszechnie wykorzystywanymi testami
umozliwiajacymi wykrywanie rakéw jelita grubego (kolonoskopia, FIT) jest niska,
w zwigzku z czym nie powinien by¢ on rozpatrywany jako narzedzie zamiennie z nimi stosowane,
a raczej jako dodatkowe narzgdzie identyfikujgce osoby z podwyzszonym ryzykiem wystapienia
zmian przedrakowych, czy samych rakow jelita grubego wsrod pacjentow, ktorzy nie byli
poddani testowi FIT, czy kolonoskopii. Jednoczesnie sugeruje si¢, ze takie osoby powinny
by¢ kierowane na standardowe badania przesiewowe w kierunku diagnostyki wystepowania raka

jelita grubego [59].
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2.5. Stezenie wybranych pierwiastkow w organizmie jako markery

wystepowania rakow.

Pomimo identyfikacji coraz to nowych markerow o potencjale wczesnego wykrywania
raka jelita grubego, zidentyfikowanie osob zagrozonych chorobg w grupie osob bez historii
rodzinnej lub zidentyfikowanego markera genetycznego nadal pozostaje wyzwaniem.
Z tego tez powodu podejmowane sg kolejne badania nad probami identyfikacji takich markerow.
Istniejg dwie glowne metody badania zwigzku migdzy markerami a wystgpowaniem
rakow. Pierwsza z nich, opiera si¢ na obserwacji prospektywnej kohorty, gdy osoby poczatkowo
nie sg dotknigte chorobg. W ten sposob badamy czynniki ryzyka raka. Druga metoda,
opierajaca si¢ o model ,,case—control”, bada wystepowanie raka. Chociaz projekt badania
»case—control” ma ograniczenia, poniewaz nie wyklucza wplywu samego nowotworu
na oznaczane parametry biochemiczne, ten rodzaj badania jest bardzo przydatny do identyfikacji

markeréw wczesnego wykrywania raka.

2.5.1. Stezenie selenu w organizmie jako marker wystepowania stanéw

przedrakowych i raka jelita grubego.

Uwaza si¢, ze najwickszy wplyw na inicjacje 1 rozwdj rakow
ma interakcja réznych czynnikéw ryzyka, powodujaca kumulacj¢ wielu zmian
genetycznych/epigenetycznych/metabolicznych A4 obrgbie komorki [103-108].
Wsréd czynnikdow mogacych w sposob istotny wpltywaé na wystgpowanie nowotworow

wymieniany jest nadmiar/niedobér wybranych mikroelementéw [109-112].

Dla przyktadu, polsko-estoniskie badanie przeprowadzone w Zaktadzie Genetyki
i Patomorfologii Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie wykazalo,
ze u pacjentow z niskim stgzeniem selenu (Se) w surowicy (<40pg/L) w porownaniu
do pacjentow charakteryzujacych si¢ wysokim stgzeniem selenu w surowicy (>72pg/L)
prawdopodobienstwo  wystepowania  raka  jelita  grubego bylo  podwyzszone
ponad 13-krotnie [113]. Istniejace wyniki badan, generalnie potwierdzaja odwrotna korelacje
pomiedzy st¢zeniem selenu w organizmie a wystgpowaniem zaréwno raka jelita grubego,
jak i zmian przedrakowych. W amerykanskim badaniu obejmujacym 451 oséb poddanych
kolonoskopii, w ktorym 69% uczestnikow miato stgzenie selenu w organizmie <140ug/L,

a 31% >140ug/L, sugerowano zmniejszong czg¢stos¢ wystgpowania gruczolakow jelita grubego
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przy wyzszych poziomach selenu (tzw. ,prevalence ratio”, PR: 0.6) [114].
W innym badaniu pochodzacym z USA stwierdzono, ze u pacjentdéw ze stezeniem selenu
na czczo ponizej 128pug/L, znacznie czeSciej] wystgpowal jeden lub wigcej polipow
gruczolakowatych (OR: 4,2) [115]. Zwiazek pomigdzy stezeniem selenu a wystgpowaniem
gruczolakow jelita grubego o duzych rozmiarach na obszarze geograficznym o niskim stezeniu
selenu zostat opisany rowniez przez grupe z Hiszpanii [116]. W badaniu tym stwierdzono istotna,
odwrotng zalezno$¢ pomigdzy stezeniem selenu w surowicy a rozpoznaniem polipdw
gruczolakowatych duzych rozmiardéw. Osoby z wyzszym stezeniem selenu w surowicy krwi
(>82,11pg/L) miaty mniejsze prawdopodobienstwo znalezienia si¢ w grupie z gruczolakiem

niz osoby o nizszym stezeniu selenu (<82,11ug/L, OR: 0,17; 95% CI: 0,03-0,84) [116].

Kilka badan dostarczylo dowodow na wptyw obnizonego stezenia selenu w organizmie
na wzrost prawdopodobienstwa wystgpowania rakow jelita grubego. W badaniu z Kanady
przeprowadzonym na 1048 przypadkach (402 raki jelita grubego) stwierdzono statystycznie
istotng, odwrotng asocjacj¢ pomi¢dzy stezeniem selenu oznaczonym w paznokciach stop
a wystepowaniem raka okreznicy dla obu pici tacznie (OR: 0,42; 95% CI: 0,19-0,93; p=0,009)
i kobiet (p=0,050) [117]. Kilka badan z Azji rowniez potwierdzito zwigzek pomigdzy st¢zeniem
selenu a wystepowaniem raka jelita grubego. Przyktadem moga by¢ badania o$rodkéw chinskich
i japonskich. W badaniu przeprowadzonym przez Zhao i in. we krwi chorych na raka jelita
grubego zaobserwowano istotnie nizsze wartosci selenu niz u osdéb zdrowych [118].
Nomura i in. wykazali wzrost wzglednego ryzyka dla okr¢znicy u 0sob z najnizszej ¢wiartki
stezenia selenu w surowicy w porownaniu z ryzykiem wzglednym dla os6b z najwyzszej ¢wiartki

stezenia selenu (RR: 1,8) [119].

Rowniez wezeséniejsze mate badania (19 osob z rakiem zotadka, 25 0s6b z rakiem jelita
grubego, 25 0séb grupy kontrolnej) przeprowadzone w Polsce na Gornym Slasku wykazaty,
ze stgzenie selenu w osoczu u chorych na raka przewodu pokarmowego (37,0£11,05ng Se/ml
lub 38,4+12,6ng Se/ml odpowiednio u pacjentow z rakiem zotadka Iub okreznicy) bylo istotnie

nizsze w poréwnaniu ze zdrowg grupg kontrolng w tym samym wieku (51,4+14,4ng Se/ml) [120].

Wyniki niektérych badan nie potwierdzaja asocjacji pomiedzy st¢zeniem selenu
w organizmie a wystepowaniem raka jelita grubego. W badaniu przeprowadzonym przez Takata
i in. nie zaobserwowano korelacji miedzy stezeniem selenu w surowicy i wystepowaniem raka
jelita grubego wsrod kobiet po menopauzie rekrutowanych z 40 o$rodkéw klinicznych w Stanach
Zjednoczonych [121]. Zwigzek pomigdzy stgzeniem selenu oznaczanym W paznokciach
a wystepowaniem raka jelita grubego nie zostal zaobserwowany rowniez w badaniu holenderskim
[122].
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Przedstawione powyzej wyniki badan nad selenem jako markerem wykrywania raka jelita

grubego sktonity nas do analogicznych badan nad innymi pierwiastkami.

2.5.2. Stezenie arsenu w organizmie a wystepowanie rakow.

Innym mikroelementem, ktory opisywany jest jako istotnie zwigzany z wystgpowaniem
nowotworow jest arsen (As) [123-127]. Dotychczas wiele badan retrospektywnych wskazywato
na zwigzek pomigdzy wyzszym st¢zeniem arsenu w organizmie a wystepowaniem nowotworow
o roznej lokalizacji, w tym rakoéw piersi, prostaty, ptuca, przetyku, jamy ustnej, pecherza
moczowego, raka skory [123-127]. Jednak w zadnym z tych doniesien nie analizowano zwigzku
pomigdzy stezeniem arsenu W organizmie a wystgpowaniem raka jelita grubego.
Niedawno opublikowane wyniki badania amerykanskiego wskazujg na zwigzek pomigdzy
najwyzszym kwartylem ekspozycji w porownaniu z najnizszym zagregowanym, skumulowanym
stezeniem arsenu oznaczanym w wodzie pitnej a wystepowaniem rakéw, w tym raka jelita

grubego (RR: 1,64) [128].

2.5.3. Stezenie miedzi w organizmie jako marker wystepowania raka jelita

grubego.

Jednym z podstawowych mikrosktadnikow odzywczych jest miedz (Cu).
Pierwiastek ten jest niezbedny jako kofaktor katalityczny lub jako sktadnik strukturalny biatek
i odgrywa role w krytycznych funkcjach biologicznych, takich jak aktywno$¢ enzymatyczna,
transport tlenu i sygnalizacja komdrkowa. MiedZ jest wysoce aktywna w reakcjach utleniania
i redukcji — tatwo oddaje i przyjmuje elektrony do przejScia pomigdzy dwoma stanami
walencyjnymi (Cu+ < Cu2+). Od tej aktywno$ci zalezy wiele krytycznych enzymow,
stad miedZz odgrywa wazng role w wielu reakcjach biologicznych [129]. Miedz katalizuje
produkcje wolnych rodnikow, ktore mogg uszkadzaé lipidy, biatka, DNA i inne biomolekuty
[113,114]. MiedZz odgrywa réwniez role w angiogenezie, warunkujgcej wzrost guza,
w ktorym moga posredniczy¢ zalezne od miedzi oksydazy aminowe [130]. W kilku badaniach
stwierdzono wysokie stezenie miedzi w surowicy w wielu réznych nowotworach
w tym w chtoniaku, migsaku z komorek siateczki, nowotworach krtani, rakach szyjki macicy,

piersi, trzustki, zotadka i ptuc [112,131,132]. Kilka wczesniejszych badan ocenilo zwigzek
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pomigdzy stezeniem miedzi w organizmie a rakiem jelita grubego. W badaniach tych oceniano
miedz jako czynnik ryzyka (badania prospektywne — Tabela 2) jak rowniez jako marker

wystepowania raka (badania ,, case—control” — Tabela 3).
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Tabela 2. Badania prospektywne dotyczace zwigzku pomie¢dzy st¢zeniem miedzi w organizmie a rakiem jelita grubego.

Kraj n Liczba Liczba Material  Czas pobrania Sredni poziom Cu OR p PiSmiennictwo
chorych zdrowych prébek
Osoby Osoby
(n) (n) _
z rakiem zdrowe
jelita
grubego
10 krajow 1932 966 966 surowica 3,8 lat (Srednia 2,1)  1,39mg/L 1,36mg/L 1,50 0,02 Stepien,
europejskich (Dania, przed EPIC
Francja, Niemcy, rozpoznaniem raka 2017 [133]
Grecja, Wlochy, jelita grubego
Holandia, Norwegia,
Hiszpania, Szwecja,
Wielka Brytania)
USA 4663 24 4639 surowica  do 2 lat przed 1,24mg/L 1,19mg/L  1.71 0,429 Zhang,
diagnoza NHANES
2021 [134]
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Tabela 3. Badania ,,case-control” dotyczace zwigzku pomiedzy stezeniem miedzi a wystepowaniem raka jelita grubego.

Kraj n Liczba Liczba Material  Czas pobrania Srednie stezenie Cu p PiSmiennictwo
chorych zdrowych
(n) (n) probek Osoby Osoby
n
z rakiem zdrowe
jelita
grubego
Iran 80 40 40 krew podczas diagnozy 0,82mg/L 0,61lmg/L 0,03 Ranjbary 2020 [135]
Brazylia 74 46 28 0socze podczas diagnozy 1,2mg/L 1,06mg/L  <0,01 Ribeiro 2016 [136]
Indie 60 30 30 surowica  podczas diagnozy 1,66mg/L 0,99mg/L  <0,001 Gupta 1993 [137]
Irak 120 90 30 surowica  podczas diagnozy 0,47mg/L 0,80mg/L  <0,001  Al-Ansari 2020 [138]
Republika Czeska 24 17 7 surowica  podczas diagnozy 0,95mg/L 1,21mg/L 0,899 Milde 2001 [139]
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W  najwickszym badaniu prospektywnym (badanie EPIC) w badanej kohorcie
zidentyfikowano 966 przypadkéw zachorowan na raka jelita grubego. Zostaly one sparowane
z 966 zdrowymi osobami stanowigcymi grupe kontrolna. Krew pobierano do szeSciu lat
przed diagnoza raka jelita grubego. Wsrdd osob, u ktorych rozwingt si¢ rak jelita grubego
w ciggu dwoch lat od pobrania krwi, iloraz szans dla st¢zenia miedzi w najwyzszym kwintylu
w porOwnaniu z najnizszym kwintylem wyniost 4,00 (95% CI: 1,74-9,16). Wéroéd osob,
u ktorych rozwingt si¢ rak jelita grubego ponad dwa lata po pobraniu krwi, iloraz szans
dla stezenia miedzi w najwyzszym kwintylu w poréwnaniu z najnizszym wyniost
1,04 (95% CI: 0,69-1,56) [133]. Dane te sugeruja, ze podwyzszony poziom miedzi w surowicy
jest raczej markerem obecnosci istniejgcego raka jelita grubego, a nie czynnikiem ryzyka rozwoju

raka.

W drugim badaniu prospektywnym, NHANES, zaobserwowano zwigzek pomig¢dzy
wyzszym stezeniem miedzi w surowicy a zwigkszonym ryzykiem raka jelita grubego
(OR: 1,71; 95% CI: 0,37-7,88), ale nie byt to wynik statystycznie istotny (p=0,4) [134].
Jednak w badaniu NHANES wystapity jedynie 24 przypadki zachorowania na raka jelita grubego.

Istotny zwigzek pomiedzy wysokim stezeniem miedzi w organizmie a wystepowaniem raka
jelita grubego odnotowano w badaniach ,,case—control” pochodzacych z Iranu, Brazylii
oraz Indii, chociaz byly one przeprowadzone na relatywnie niewielkich grupach uczestnikéw
(Tabela 3) [135-137]. Wyniki dwdch innych badan z Iraku i Czech s sprzeczne z powyzszg
obserwacja. Istotnie nizsze (<0,001) stezenie miedzi w surowicy w grupach chorych na raka jelita
grubego (0,47mg/L) zaobserwowano w retrospektywnym badaniu 90 chorych na raka tego
narzadu i 30 os6b zdrowych (Srednie stgzenie miedzi w surowicy: 0,80mg/L) z Iraku [138].
W matym badaniu ,, case—control” z regionu Moraw w Czechach, przeprowadzonym
na 17 pacjentach z rakiem jelita grubego i 7 osobach z grupy kontrolnej, wyzsze (cho¢ nieistotne
statystycznie) stgzenie miedzi w surowicy stwierdzono wsréd osob z grupy kontrolnej

(odpowiednio stezenie miedzi 0,95mg/L vs 1,21mg/L; p=0,899) [139].

Mechanizm(y) powodujacy(e) wzrost stezenia miedzi we krwi/surowicy pacjentow
z rakiem nie jest (sa) znany(e). W mysim modelu raka stwierdzono, ze wystgpowaniu
podwyzszonego stezenia miedzi w surowicy towarzyszy spadek stezenia miedzi
w watrobie. Sugeruje to, ze dystrybucja miedzi w organizmie, w ktdrej posredniczy watroba,
moze by¢ zasadniczo zmieniona przez nowotwor [129,140]. Wcigz nie ma informacji na temat

tego, czy transformacja komorek w nowotwor ztosliwy moze napgdza¢ akumulacje miedzi [129].

Dotychczasowe wyniki badan pochodzacych 2z rdéznych populacji, uzasadniajg
przeprowadzenie badan ,, case—control” korelujacych stezenia miedzi we krwi z wystgpowaniem
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rakow jelita grubego w polskiej populacji. W badaniach prospektywnych przeprowadzonych
w naszym O$rodku wykazano, ze ryzyko rakdw zwigzane ze stezeniem arsenu i miedzi
jest zalezne od pici. Poniewaz markery ryzyka niejednokrotnie pokrywaja si¢ z markerami
wystepowania rakOw, w niniejszej pracy oceniano rowniez wyodrgbnione podgrupy me¢zczyzn

i kobiet.

2.6. Modyfikacje stezen pierwiastkow jako markeréw wystepowania raka

jelita grubego poprzez polimorfizmy w wybranych genach.

Wedhug istniejacego stanu wiedzy, wydaje sie, ze okre$lone stgzenia niektorych
pierwiastkow $ladowych sa zwigzane zardwno z ryzykiem jak i wystepowaniem nowotworow.
Wykazano rowniez, ze polimorfizmy genetyczne moga zmienia¢ funkcje i/lub poziom ekspresji
waznych genow, ktore odgrywaja kluczowa role w metabolizmie pierwiastkow s$ladowych
[141,142]. W niniejszej pracy postanowiono wykonac¢ analizy polimorfizméow wybranych gendw,
o ktorych wiadomo, ze kodowane przez nie biatka zwigzane sg z procesami: transformacji

nowotworowej i/lub metabolizmem ksenobiotykéw i/lub stresem oksydacyjnym.

W niniejszej pracy oceniono korelacje pomigdzy wystgpowaniem raka jelita grubego
a stezeniami arsenu i miedzi we krwi oraz polimorfizmami czynno$ciowymi w wybranym panelu

genow.

Na podstawie cech funkcjonalnych, zalozonej czestosci genotypdéw oraz potencjalnego
zwigzku z wystepowaniem raka, do realizacji niniejszego projektu wybrano 10 polimorfizméw
gendw. Wyselekcjonowano nastgpujace geny i polimorfizmy w ich obrebie: podrodzing B kasety
wigzgcej ATP — ABCB1 (rs2032582) [143,144], s—transferaze P1 glutationu — GSTP1 (51695)
[145], gen naprawy poprzez wyciecia nukleotydow — ERCC2 (rs13181): kodujacy biatko
uczestniczgce w  eliminacji  niektdrych  potencjalnie  toksycznych  ksenobiotykow
oraz uczestniczace W naprawie DNA  poprzez wycinanie nukleotydow  [146],
rentgenowskie biatko uzupetniajace krzyzowa naprawe DNA 1 — XRCC1 (rs1799782) [147,148],
katalaze — CAT (rs1001179): kluczowy enzym antyoksydacyjny w obronie organizmu przed
stresem oksydacyjnym, nastepnie peroksydaze-1 glutationu — GPX1 (rs1050450),
dysmutaze ponadtlenkowg 2 — SOD2 (rs4880) [149] i NAD(P)H dehydrogenaze
chinonowg 1 — NQOL (1800566) [150], ktore sg enzymami stresu antyoksydacyjnego,
regulowany koaktywator transkrypcji 3 — CRTC3 (rs12915189), ktéry odgrywa role w regulacji
transkrypcji genow zaleznych od CREB w sposob niezalezny od fosforylacji [151],
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metalotioneine 1B — MT1B (rs7191779), ktora bierze udzial w homeostazie metali i ochronie

przed toksyczno$cig metali cigzkich, uszkodzeniem DNA i stresem oksydacyjnym [152].
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3. Cel pracy

Celem pracy byta odpowiedz na pytanie:

Czy stezenie arsenu i/lub miedzi we krwi osobno lub w potaczeniu z okreslonymi polimorfizmami

genow moze by¢ wykorzystywane jako marker wystgpowania raka jelita grubego?
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4. Materialy i metody

Publikacja nr 1:

,Low blood-As levels and selected genotypes appears to be promising
biomarkers for occurrence of colorectal cancer in women.” Piotr Baszuk,
Paulina Stadnik, Wojciech Marciniak, R6za Derkacz, Anna Jakubowska,
Cezary Cybulski, Tomasz Huzarski, Jacek Gronwald, Tadeusz De¢bniak,
Katarzyna Bialkowska, Sandra Pietrzak, Jozef Kladny, Rodney J. Scott,
Jan Lubinski, Marcin R. Lener. Biomedicines. 2021; 9(9):1105.
doi: 10.3390/biomedicines9091105

Publikacja nr 2:

“Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer in Poland.”
Piotr Baszuk, Wojciech Marciniak, R6za Derkacz, Anna Jakubowska,
Cezary Cybulski, Jacek Gronwald, Tadeusz D¢bniak, Tomasz Huzarski,
Katarzyna Bialkowska, Sandra Pietrzak, Magdalena Muszynska,
Jozef Kladny, Steven A. Narod, Jan Lubinski, Marcin R. Lener.
Biomedicines. 2021; 9(11):1628. doi: 10.3390/biomedicines9111628

4.1. Grupabadana

W populacyjnym badaniu ,, case-control” wzigto udziat 187 0sob obu plci z rakiem jelita
grubego potwierdzonym w badaniu histopatologicznym. Osoby zakwalifikowane do badania
zdiagnozowane zostaly w latach 2011-2017 w Klinice Chirurgii Ogoélnej i Chirurgii
Onkologicznej Samodzielnego Publicznego Szpitala Klinicznego nr 1/2 Pomorskiego

Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie.

Badanie zostato przeprowadzone zgodnie z Deklaracja Helsinska oraz na podstawie
pozytywnej decyzji Komisji Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie
z dnia 21 czerwca 2010 roku, nr decyzji: KB-0012/73/10. Wszyscy pacjenci wiaczeni
do badania wyrazili pisemng, Swiadomg zgode na udziat w badaniach naukowych prowadzonych

w Zaktadzie Genetyki i Patomorfologii Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie
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oraz wypehili ankiete zawierajaca informacje odnosnie pici, wieku zachorowania,

danych klinicznych, statusu palenia tytoniu oraz rodzinnej historii zachorowania na raki.

Od kazdego z uczestnikow badania ze zdiagnozowanym rakiem jelita grubego,
krotko po postawieniu diagnozy, zostala pobrana krew zylna do oznaczenia st¢zenia arsenu
i miedzi oraz wykonania analiz DNA. Krew pobrano przed rozpoczeciem whasciwego leczenia,
tak aby zastosowana terapia nie zaburzala wynikoOw oznaczen st¢zenia arsenu i miedzi
w organizmie. Pacjenci bioracy udziat w badaniu zostali poproszeni o pozostawanie na czczo
przez sze$¢ godzin przed pobraniem probki krwi. Probka krwi w objgtosci 10ml, zostata pobrana
do certyfikowanej probowki dedykowanej do ilosciowego oznaczania pierwiastkow $ladowych
(Vacutainer® System, Tibe #368381, Becton, Dickinson Company, Franklin Lakes, NJ, USA)
zawierajacych kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA) a nastgpnie byta przechowywana
w temperaturze —-80°C do momentu wykonania pomiaru stezenia pierwiastkow.
Jednoczesnie od pacjentéw pobrana zostata probka 10ml krwi do probowek zawierajacych

10% EDTA w celu izolacji DNA do wykonania genotypowania.

4.2. Grupa kontrolna

W badaniach dotyczacych ustaleniu, czy st¢zenie arsenu we krwi moze by¢ markerem
wystgpowania rakow jelita grubego, do 182 (97%, 78 kobiet i 104 me¢zczyzn) sposrod 187 osob
z rakiem jelita grubego wlaczonych do badania, przyporzadkowano jedna, zdrowa osobg¢ bedaca
dla niej tzw. ,sparowana kontrolg”, dopasowana pod wzgledem plci, palenia tytoniu
(tzw. paczkolata +20%), roku urodzenia (+3 lata) oraz liczby nowotworow wsrod krewnych
pierwszego stopnia. Z kolei w badaniach dotyczacych okreslenia asocjacji pomiedzy stezeniem
miedzi we krwi a wystepowaniem raka jelita grubego, jedna, zdrowa osobe grupy kontrolnej
przyporzadkowano, wg powyzszych kryteriow, do kazdej sposrod 187 osob z rakiem jelita

grubego wiaczonych do badania (100%, 83 kobiety i 104 me¢zczyzn).

Uczestnicy grupy kontrolnej zostali zakwalifikowani do badania w oparciu
o dane rejestru nalezacego do Miedzynarodowego Centrum Nowotworéw Dziedzicznych
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie. Osoby te byly uczestnikami
przeprowadzonego przez niniejszy Osrodek populacyjnego badania obejmujacego 1,3 miliona
mieszkancow Polski, ktorego celem bylto zidentyfikowanie rodzinnych agregacji nowotworow.
Wszyscy uczestnicy grupy kontrolnej wyrazili pisemna, $wiadomg zgode na udziat w badaniach

naukowych
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oraz wypehili ankiety zawierajace informacje na temat wieku, plci, statusu palenia tytoniu
oraz rodzinnej historii zachorowania na nowotwory zlosliwe. Material biologiczny

od uczestnikow tego rejestru zostat pobrany w latach 2012—2017.

4.3. Pomiar stezenia arsenu i miedzi

Do okre$lenia stezenia arsenu i miedzi w probkach krwi wykorzystano technike
spektrometrii mas ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP-MS).
Do wykonania analiz uzyto spektrometru Elan DRC—e (PerkinElmer, Concord, ON, Kanada).
Oznaczenia st¢zenia arsenu zostaly przeprowadzone w trybie DRC (,,Dynamic Reaction Cell”)
z wykorzystaniem tlenu jako gazu reakcyjnego. Zastosowanie tlenu w komorze reakcyjnej
pozwolilo na synteze jonu As®O* 0 m/z=91 i tym samym unikni¢cie powaznych interferencji

spektralnych wiasciwych dla nominalnej masy izotopu arsenu m/z=75.

W dniu wykonywania analiz, zgromadzone probki krwi zostalty rozmrozone
z temperatury —80°C do temperatury pokojowej a nastepnie zostaly doktadnie wymieszanie
za pomocg worteksu. Probki zostaty rozcienczone 30-krotnie w alkalicznym buforze.
Odczynnik sktadal si¢ z wody o wysokiej czystosci (>18 MQ), TMAH (AlfaAesar, Kandel,
Niemcy), Tritonu X-100 (PerkinElmer, Shelton, CT, USA), n-butanolu (Merck, Darmstadt,
Niemcy), rodu ( PerkinElmer, Shelton, CT, USA), zlota (VWR, Steinheim, Niemcy)
i EDTA (Sigma—Aldrich, Leuven, Belgia). Alkaliczne $rodowisko zapewnia dobra
rozpuszczalno$¢ sktadnikow krwi, nie dopuszczajac do precypitacji zadnej z frakcji.
Dodatkowo wprowadzony zostal niejonowy surfaktant Tryton T—100, ktory zapewnit lepsza
dyspersj¢ rozpuszczonych skladnikow krwi, utatwit rozpuszczanie biatek oraz spowodowat
szybsze wyptukanie probki z uktadu wprowadzenia spektrometru. Do uzyskania stabilnosci
jonow metali rozpuszczonych w roztworze zastosowano dodatek kwasu wersenowego.
Ze wzgledu na specyfike probki przeznaczonej do pomiaru, zastosowany zostat dodatek butanolu,

w celu niwelacji efektu zwigzanego ze znaczng ilo$cig wegla w badanej probce.

Spektrometr  kalibrowano  przy uzyciu  zewnetrznej  techniki  kalibracji.
Standardy kalibracyjne przygotowywano codziennie $wieze, z 10 ug/ml Multi—Element
Calibration Standard 3 (PerkinElmer Pure Plus, Shelton, CT, USA) przez rozcienczenie slepym
odczynnikiem do koncowego stezenia 0,033ug/L; 0,066ug/L; 0,099ug/L; 0,2ug/L; 0,5ug/L;
lug/L; 2ug/L do oznaczania “AsO*. Wspotczynniki korelacji dla krzywych kalibracyjnych
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byly zawsze wigksze niz 0,999. W celu korekcji efektu matrycy i dryfu spektrometru zastosowano

dodatek standardu wewnetrznego — rodu (103Rh).

Metoda pomiaroéw zostata zwalidowana z wykorzystaniem materialow referencyjnych:
ClinCheck (Recipe, Niemcy) oraz NIST 955c¢ (National Institute of Standards and Technology,
Stany Zjednoczone). Wskazniki odzysku dla analizowanych pierwiastkow wahaly sie¢
od 80% do 105%, wspotczynnik wariancji dla przeprowadzonych pomiarow (Cv%) wynosit
ponizej 15% dla wszystkich mierzonych elementéw. Laboratorium badawcze jest cztonkiem
dwoch niezaleznych zewnetrznych programéw oceny jakosci: LAMP organizowanego przez
CDC (LAMP: Lead And Multielement Proficiency Program; CDC: Center for Disease Control)
oraz QMEQAS organizowanego przez Institut National de Santé Publique du Québec
(QMEQAS: Quebec Multielement External Quality Assessment Scheme).

4.4. Genotypowanie probek DNA.

Probki DNA pochodzacej od uczestnikow badania zostaly wyizolowano przy uzyciu
metody  detergentowej [153]. Genotypowanie  dziesieciu ~ wybranych ~ SNP-6w
(polimorfizmy  pojedynczego  nukleotydu—SNP) w  obrgbie  dziesigciu  genow:
rs2032582 w ABCB1, rs1695 w GSTP1, rs13181 w ERCC2, rs1799782 w XRCC1, rs1001179
w CAT, rs1050450 w GPX1, rs4880 w SOD2, rs1800566 w NQO1, rs12915189 w CRTC3
i rs7191779 w MT1B przeprowadzono przy uzyciu wczesniej zaprojektowanego testu
genotypowania (Genotyping Assay x40, Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts,
USA). Kazda probka reakcyjna testu zawierata 2,5ul gtdownego miksu reakcyjnego (LightCycler
480 Probe Master Mix, Roche Diagnostics, Basel, Szwajcaria), 0,125ul sond molekularnych
wlasciwych dla kazdego z badanych polimorfizméw (Genotyping Assay x 40 TaqMan,
Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA), 1,375ul wody dejonizowanej
(Roche Diagnostics, Bazylea, Szwajcaria) i 1pl wyizolowanego DNA. Probki analizowano
na 384-dotkowych ptytkach. Kazda ptytka zawierata kontrole pozytywna, negatywna i Slepa
z wykorzystaniem wody. Wyniki genotypowania zebrano i przeanalizowano przy uzyciu aparatu
LightCycler 480 Instrument i programu LightCycler 480 Basic Software Version 1.5

(Roche Diagnostics, Bazylea, Szwajcaria).
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4.5. Analiza statystyczna.

W celu oszacowania zwigzku pomiedzy stezeniem arsenu, st¢Zzeniem arsenu
i okreslonego genotypu z wystepowaniem raka jelita grubego u kobiet, stgzeniem miedzi
lub stezeniem miedzi i okre$lonego genotypu, uczestnicy badania zostali przypisani do jednej
z czterech  Kkategorii  uszeregowanych rosngco  wedlug stezenia  arsenu/miedzi
(tzw. ¢wiartek: Q1-Q4) ustalonych na podstawie rozktadu poziomoéw arsenu/miedzi wsrdd osob
grupy kontrolnej. Zwiazek pomig¢dzy st¢zeniem badanych pierwiastkow, osobno lub w potaczeniu
z wybranymi polimorfizmami gendéw a wystegpowaniem raka jelita grubego, zostal oszacowany
za pomocy ilorazu szans (OR) oraz 95% przedziatow ufnosci (95% CI) z wyznaczeniem wartosci
prawdopodobienstwa testowego (p). Jako podgrupa referencyjna, uzyta przy szacowaniu
OR oraz 95% ClI, zostata przyjeta ¢wiartka, w ktorej zaobserwowano najnizsza proporcje liczby
0s6b ze zdiagnozowanym rakiem jelita grubego do oséb zdrowych. W przypadku badan,
w ktorych oznaczano stezenie arsenu byla to ¢wiartka o najwyzszym stezeniu arsenu (Q4),
a w badaniach nad potencjalnym zwigzkiem st¢zenia miedzi z wystgpowaniem raka jelita

grubego, byla to ¢wiartka o najnizszym stezeniu miedzi (Q1).

W badaniach nad stgzeniem arsenu we krwi a wystgpowaniem raka jelita grubego,
oszacowanie wartosci OR, 95% CI oraz p zostalo wykonane przy wykorzystaniu
wieloczynnikowego modelu bezwarunkowej regresji logistycznej uwzgledniajacego w analizie
nastgpujace czynniki: stezenie arsenu we krwi (przedstawione w ¢wiartkach), wiek pacjentki
W momencie pobrania krwi (wyrazony iloSciowo) oraz status palenia tytoniu
(wyrazony jako$ciowo jako tak/nie). Z kolei w badaniach dotyczacych stezenia miedzi we krwi
jako markera wystgpowania raka jelita grubego, oszacowanie wartosci OR, 95% CI
oraz p zostato wykonane przy wykorzystaniu jednoczynnikowego modelu warunkowej regresji

logistycznej.

Analize statystyczng wykonano przy uzyciu srodowiska programistyczno—Statystycznego
R (,,R environment: a language and environment for statistical computing. R Foundation
for Statistical Computing”, Vienna, Austria version: 4.0.4) w oparciu o autorski, opracowany

przez doktoranta od podstaw skrypt obliczeniowy.
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5. Wyniki

5.1. Publikacja nr 1:

,»Low blood-As levels and selected genotypes appears to be promising
biomarkers for occurrence of colorectal cancer in women.” Piotr Baszuk,
Paulina Stadnik, Wojciech Marciniak, R6za Derkacz, Anna Jakubowska,
Cezary Cybulski, Tomasz Huzarski, Jacek Gronwald, Tadeusz De¢bniak,
Katarzyna Bialkowska, Sandra Pietrzak, Jozef Kladny, Rodney J. Scott,
Jan Lubinski, Marcin R. Lener. Biomedicines. 2021; 9(9):1105.
doi: 10.3390/biomedicines9091105

Badania przeprowadzono w grupie 83 kobiet z rakiem jelita grubego oraz 78 kobiet
stanowigcych grupe kontrolng. Charakterystyke kobiet wlaczonych do badania przedstawiono

w Tabeli nr 4.

Tabela 4. Charakterystyka kobiet wlaczonych do badania.

Liczba ) Stopien zaawansowania
) Palenie o o
kobiet ) klinicznego raka jelita
bi . tytoniu 0
ioracyc rubego
i Wiek orbes
udzial B
) Srednia (Zakres)
w badaniu - Brak
Tak Nie nuwv
danych
n=161
Chore 83 67,17 (35-90) 23 60 15 32 28 4 4
Zdrowe 78 67,24 (36-88) 22 56 - - - = -

Srednie stezenie arsenu wsrod pacjentek z rakiem jelita grubego wyniosto 1,05ug/L
(zakres od 0,27pug/lL  do 7,04ug/L), natomiast w grupie kontrolnej 1,25ng/L
(zakres od 0,33pg/L do 7,11pg/L), przy czym rdznica ta byla statystycznie istotna (p=0,02).
Po podziale uzyskanych wynikow na ¢wiartki odpowiadajace wzrastajacym wartosciom stezenia
arsenu, najwicksza liczbe pacjentek z rakiem jelita grubego (n=40) zaobserwowano
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w Cwiartce z najnizszymi wartoSciami stgzenia arsenu (QIl: 0,27-0,67ug/L, Tabela 5).
Najnizsze stgzenie arsenu we krwi zwigzane bylo z ponad 3—krotnym (OR: 3,69; 95% CI:
1,50-9,50; p=0,005) wzrostem czestosci wystepowania raka jelita grubego w poréwnaniu
do ¢wiartki z najwyzszymi warto$ciami stezenia arsenu we krwi (Q4: 1,47-7,11pg/L)
(Tabela 5). Zaobserwowano takze istotne réznice w stgzeniach arsenu pomiedzy pacjentami
ze zdiagnozowanym rakiem jelita grubego w 1 i Il stopniu zaawansowania Klinicznego,

a grupg kontrolng (mediana odpowiednio 0,9 oraz 0,66, p=0,01).

Tabela 5. Liczba osob z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych w zaleznoSci

od stezenia arsenu we krwi u kobiet.

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=83 n=78

Q1:0,27-0,67 40 (48%) 20 (26%) 3,69 1,50-9,50 0,005
Q2: 0,68-0,88 11 (13%) 19 (24%) 1,06 0,37-3,05 >0,9
Q3:0,92-1,44 21 (25%) 19 (24%) 2,03 0,78-5,44 0,2
Q4:1,47-7,11 11 (13%) 20 (26%) - -

Analiza rozktadu liczby przypadkdw raka jelita grubego w poszczegolnych ¢wiartkach
utworzonych dla os6b z okreslonym genotypem w obrebie analizowanych genow,
wykazata zwigkszong czgstos¢ wystgpowania raka jelita grubego u kobiet nalezacych do ¢wiartki
Z najnizszym st¢zeniem arsenu (Ql: 0,27-0,67pg/L), bedacych jednoczesnie nosicielkami
funkcjonalnych polimorfizméw takich jak: CAT, rs1001179-nonCC (OR: 19,4; 95% CI:
3,69-159,0; p=0,001) (Tabela 6); ABCB1 rs2032582—CC (OR: 14,8; 95% CI: 1,95-318; p=0,024)
(Tabela 7); GPX1 rs1050450-CC (OR: 11,6; 95% CI: 2,74-60,9; p=0,002) (Tabela 8);
CRTC3 rs12915189-nonGG (OR: 10,3; 95% CI: 2,42-52,8; p=0,003) (Tabela 9).
W obrebie pozostatych 6 gendow réznice w liczbie zachorowan pomigdzy poszczegdlnymi
¢wiartkami stgzen arsenu nie byly istotne statystycznie lub liczebnos$ci poszczegdlnych podgrup

byty mate (wyniki w Tabelach S1-S16 w suplemencie zatgczonym do niniejszej pracy).
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Tabela 6. Liczba osob z rakiem jelita grubego i osob zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu CAT i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

CAT
rs1001179—-nonCC

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=35 n=29

Q1:0,27-0,67 20 (57%) 5 (17%) 19,4 3,69-159 0,001
Q2: 0,68-0,88 4 (11%) 7 (24%) 2,53 0,36-22,9 0,4
Q3:0,92-1,44 9 (26%) 7 (24%) 6,00 1,08-49,2 0,056
Q4:1,47-7,11 2 (5,7%) 10 (34%) - -

Tabela 7. Liczba osob z rakiem jelita grubego i osob zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu ABCBL i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

ABCB1
rs2032582-CC

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=29 n=32

Q1: 0,27-0,67 14 (48%) 10 (31%) 14,8 1,95-318 0,024
Q2: 0,68-0,88 4 (14%) 7 (22%) 5,74 0,61-132 0,2
Q3:0,92-1,44 10 (34%) 7 (22%) 13,4 1,71-292 0,032
Q4: 1,47-7,11 1 (3,4%) 8 (25%) - -
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Tabela 8. Liczba osob z rakiem jelita grubego i osob zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu GPX1 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

GPX1
rs1050450-CC

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=35 n=33

Q1:0,27-0,67 18 (51%) 4 (12%) 11,6 2,74-60,9 0,002
Q2: 0,68-0,88 5 (14%) 8 (24%) 1,65 0,35-8,12 0,5
Q3:0,92-1,44 6 (17%) 8 (24%) 1,83 0,42-8,53 0,4
Q4:1,47-7,11 6 (17%) 13 (39%) - -

Tabela 9. Liczba osob z rakiem jelita grubego i osob zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu CRTC3 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

CRTC3
rs12915189—nonGG

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=36 n=35

Q1:0,27-0,67 21 (58%) 5 (14%) 10,3 2,42-52,8 0,003
Q2:0,68-0,88 4 (11%) 12 (34%) 0,85 0,16-4,49 0,8
Q3:0,92-1,44 7 (19%) 8 (23%) 2,18 0,48-11,1 0,3
Q4: 1,47-7,11 4 (11%) 10 (29%) - -
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W podgrupie mezczyzn nie zaobserwowano istotnie zwiekszonej czgstosci wystepowania
raka jelita grubego w zalezno$ci od: stezenia arsenu we krwi, jak rowniez stezenia arsenu we krwi
w potaczeniu z analizowanymi polimorfizmami oraz badanych polimorfizméw analizowanych

osobno (dane nieopublikowane).

Dla zadnego z genotypdéw analizowanych osobno, nie zaobserwowano zwickszonej
czestosci wystepowania raka jelita grubego (Tabele S17-S26 w suplemencie zataczonym

do niniejszej pracy).

5.2. Publikacja nr 2:

“Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer in Poland.”
Piotr Baszuk, Wojciech Marciniak, Rdéza Derkacz, Anna Jakubowska,
Cezary Cybulski, Jacek Gronwald, Tadeusz D¢bniak, Tomasz Huzarski,
Katarzyna Bialkowska, Sandra Pietrzak, Magdalena Muszynska,
Jozef Kladny, Steven A. Narod, Jan Lubinski, Marcin R. Lener.
Biomedicines. 2021; 9(11):1628. doi: 10.3390/biomedicines9111628

W Dbadaniu wzigty udziat 374 osoby. Charakterystyke uczestnikow badania

przedstawiono w Tabeli 10.
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Tabela 10. Charakterystyka pacjentéw bioracych udzial w badaniu.

Cecha Liczba chorych, Liczba zdrowych,
n=187 n=187

Rok urodzenia 1923-1985 (1949) * 1926-1986 (1949)

Wiek w momencie pobrania krwi 32-94 (68) 31-91 (68)

Rok w momencie pobrania krwi 2011-2017 (2014) 2012-2019 (2014)

Pleé

Kobiety 83 (44%) 2 83 (44%)

Mezczyzni 104 (56%) 104 (56%)

Status palenia

Nie 141 (75%) 140 (75%)

Tak 46 (25%) 47 (25%)

Stopien zaawansowania klinicznego

| 27 (14%) -

I 74 (40%) -

I 57 (30%) -

v 14 (7.5%) -

Brak danych 15 (8.0%) -

Lokalizacja

Okreznica 81 (43%) -

Odbytnica/Zgigcie esiczo—odbytnicze 91 (49%) -

Brak danych 15 (8%) -

Stopien zréznicowania

histologicznego

Gl 14 (7.5%) -

G2 109 (58%) -

G3 33 (18%) -

Rak $luzowy 10 (5.3%) -

Brak danych 21 (11%) —

Obecno$¢ przerzutéow -

Nie 100 (53%) -

Tak 69 (37%) -

Brak danych 18 (9.6%) —

1Zakres (Srednia); 2 n (%).
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Srednie stgzenie miedzi we krwi wsérod oséb grupy badanej i kontrolnej wyniosto
odpowiednio: 1 031pug/L (zakres od 657ug/L do 2 043ug/L) oraz 864ng/L (zakres od 589ug/L
do 1 433ug/L) przy czym rdoznica ta byla statystycznie istotna (p<0.001). W obrebie wszystkich
0sOb wiaczonych do badania zaobserwowano asocjacje pomiedzy wysokim stezeniem miedzi
we krwi a wzrostem czgstosci wystgpowania raka jelita grubego (Tabela 11). Po podziale
uzyskanych wynikéw na ¢éwiartki odpowiadajace wzrastajgcym warto$ciom stezenia miedzi,
najwicksza liczbe przypadkéw rakow jelita grubego (n=117) zaobserwowano w ¢wiartce
z najwyzszymi wartosciami stezenia miedzi (Q4: 931-2 043nug/L). Wysokie stezenie miedzi
we krwi zwigzane byto z ponad 12—krothym (OR: 12,7; 95% CI: 4,98-32,3; p<0,001) wzrostem
czestosci wystgpowania raka jelita grubego w poréwnaniu do ¢wiartki z najnizszymi warto$ciami

stezenia miedzi we krwi (Q1: 589ug/L do 768ug/L).

Tabela 11. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych

w zaleznoS$ci od stezenia miedzi we krwi.

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=187 n=187
Q1: 589-768 11 (5,9%) 47 (25%) - - -
Q2: 768-854 33 (18%) 46 (25%) 3,34 1,30-8,61 0,012
Q3: 855-930 26 (14%) 47 (25%) 3,46 1,25-9,56 0,017
Q4:931-2 043 117 (63%) 47 (25%) 12,7 4,98-32,3 <0,001

Wsrod wszystkich kobiet $rednie stezenie miedzi we krwi wyniosto 1 003pg/L
(zakres od 657ug/L do 1 899ug/L), a wsrod wszystkich mezczyzn, wyniosto 902ug/L
(zakres od 589ug/L do 2 043 ug/L), przy czym rdznica w stezeniu miedzi pomigdzy kobietami
a mezczyznami byla statystycznie istotna (p<0,001). Zwigzek miedzy najwyzszymi warto$ciami
stezenia miedzi we krwi (Q4: 931-2 043pug/L) a zwickszong czestoscig wystgpowania raka jelita
grubego byt obserwowany zaréwno w grupie kobiet (Tabela 12), jak i mgzczyzn (Tabela 13),
przy czym asocjacja ta byla silniejsza w grupie m¢zczyzn (OR: 15,1; 95% CI: 4,84-47,2;
p<0,001), niz u kobiet (OR: 5,25; 95% CI: 1,02-27,0; p=0,047). Jednak 77% obserwowanych
przypadkow raka jelita grubego u kobiet i 51% przypadkoéw raka u mezczyzn miato stezenie

miedzi w ¢wiartce odpowiadajacej najwyzszym wartosciom badanego parametru (Q4).
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Tabela 12. Liczba o0sob z rakiem jelita grubego i 0sob zdrowych w zaleznosci od st¢zenia

miedzi we krwi u kobiet.

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=83 n=83
Q1: 589-768 2 (2,4%) 8 (9,6%) - - -
Q2: 768-854 5 (6,0%) 15 (18%) 0,78 0,11-5,40 0,8
Q3: 855-930 12 (14%) 25 (30%) 1,17 0,18-7,62 0,9
Q4:931-2 043 64 (77%) 35 (42%) 5,25 1,02-27,0 0,047

Tabela 13. Liczba o0s6b z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych w zaleznos$ci od stezenia

miedzi we Krwi u mezczyzn.

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=104 n=104
Q1: 589-768 9 (8,7%) 39 (38%) - - -
Q2: 768-854 28 (27%) 31 (30%) 4,94 1,59-15,3 0,006
Q3: 855-930 14 (13%) 22 (21%) 4,56 1,31-15,8 0,017
Q4:931-2 043 53 (51%) 12 (12%) 15,1 4,84-47,2 <0,001

W tabeli 14 przedstawiono s$rednie warto$ci st¢zenia miedzi w odniesieniu
do charakterystyki klinicznej zdiagnozowanych rakéw jelita grubego. Statystycznie istotne,
wyzsze $rednie stezenia miedzi we krwi zaobserwowano w przypadkach raka jelita grubego
bedacych w II-IV stadium zaawansowania klinicznego w porownaniu ze stadium I-lI
(p<0,04) oraz w grupie rakow w stadium zréznicowania G3 w poréwnaniu z rakami w stadium
zroznicowania G1-G2 (p<0,001). Nie zaobserwowano statystycznie istotnych rdznic
w S$rednich warto$ciach stezeniach miedzi w zaleznosci od obecnosci/braku przerzutow

czy lokalizacji raka.
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Tabela 14. Srednie stezenie miedzi w zalezno$ci od charakterystyki klinicznej rakéw jelita

grubego.
Srednie stezenie Cu we krwi

Cecha n p

(ng/L)

Stopien -1l 101 1002,7 (663,11 899,3)

Zaawansowania 0,04
Klinicznego H-1v 71 1083,7 (657,1-2 043,2)

Stopien G1-G2 123 1000,7 (663,1-1 899,3)
zréznicowania <0,001
histologicznego G3 33 1149,5 (791,6-2 043,2)

Nie 100 1016,9 (663,1-1 899,3)

Przerzuty 0,2
Tak 69 1069,2 (657,1-2 043,2)
Jelito 81 1048,7 (701,8-1 548,7)

Lokalizacja 0,33

Odbytnica/zgigcie
] ) 91 1027,1 (657,1-2 043,2)
esiczo—odbytnicze

W tabelach 15-22 przedstawiono wyniki analiz dla asocjacji pomigdzy stezeniem miedzi
we krwi a czestoscia wystgpowania raka jelita grubego w zalezno$ci od charakterystyki

klinicznej.

Zwiazek pomigdzy rosnagcymi warto§ciami stezenia miedzi we krwi a wzrostem czgstosci
wystepowania raka jelita grubego zaobserwowano zarowno u pacjentéw z rakiem jelita grubego
w |11 stopniu zaawansowania (Tabela 15), jak i u pacjentow z rakiem jelita grubego w stopniu

zaawansowania Il1-1V (Tabela 16).
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Tabela 15. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych
w zaleznoSci od stezenia miedzi we krwi wsrod rakéow w L i II stopniu

zaawansowania klinicznego

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=101 n=101
Q1: 589-768 4 (4,0%) 25 (25%) - - -
Q2: 768-854 21 (21%) 25 (25%) 7,11 1,52-33,3 0,013
Q3: 855-930 13 (13%) 26 (26%) 5,59 1,12-28,0 0,036
Q4:931-2 043 63 (62%) 25 (25%) 21,0 4,54-97,0 <0,001

Tabela 16. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych
w zalezno$ci od stezenia miedzi we krwi wsrod rakow w II1 i IV stopniu

zaawansowania klinicznego.

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=71 n=71
Q1:589-768 3 (4,2%) 17 (24%) - - -
Q2: 768-854 10 (14%) 18 (25%) 1,70 0,38-7,56 0,5
Q3: 855-930 11 (15%) 16 (23%) 2,59 0,53-12,7 0,2
Q4:931-2 043 47 (66%) 20 (28%) 7,99 2,15-29,7 0,002

Opisywany zwigzek obserwowano takze w podgrupie pacjentdw z rakiem jelita grubego
najbardziej i srednio zréoznicowanym (G1-G2) (Tabela 17) oraz z rakiem stabo zréznicowanym

(G3) (Tabela 18).
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Tabela 17. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych

w zalezno$ci od steZzenia miedzi we krwi wsrod rakow w stopniu zréznicowania

GliG2.
Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=123 n=123
Q1: 589-768 7 (5,7%) 29 (24%) - - -
Q2: 768-854 25 (20%) 33 (27%) 4,19 1,15-15,2 0,030
Q3: 855-930 20 (16%) 30 (24%) 4,76 1,21-18,7 0,026
Q4:931-2 043 71 (58%) 31 (25%) 13,6 3,80-48,4 <0,001

Tabela 18. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych

w zalezno$ci od stezenia miedzi we krwi wsrod rakow w stopniu zréznicowania

G3.
Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=33 n=33
Q1:589-768 0 (0%) 9 (27%) - - -
Q2: 768-854 1 (3,0%) 7 (21%) - - -
Q3: 855-930 3(9,1%) 10 (30%) 2,10 0,21-47,5 0,6
Q4:931-2 043 29 (88%) 7 (21%) 29,0 4,24-591 0,003

Najwyzsze wartosci stezenia miedzi (w przedziale od 931pg/L do 2 043pg/L) zwigzane
ze zwickszona czgstoscia wystgpowania rakéw jelita grubego stwierdzono niezaleznie

od wystepowania przerzutow (Tabele 19, 20).
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Tabela 19. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych

w zalezno$ci od steZzenia miedzi we krwi wsrod pacjentéw z przerzutami.

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=69 n=69
Q1: 589-768 2 (2,9%) 16 (23%) - - -
Q2: 768-854 10 (14%) 18 (26%) 2,64 0,50-14,0 0,3
Q3: 855-930 13 (19%) 16 (23%) 4,87 0,83-28,7 0,08
Q4:931-2 043 44 (64%) 19 (28%) 11,8 2,47-56,1 0,002

Tabela 20. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych

w zalezno$ci od stezenia miedzi we krwi wsrod pacjentéw bez przerzutow.

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=100 n=100
Q1: 589-768 5 (5,0%) 24 (24%) - - -
Q2: 768-854 18 (18%) 26 (26%) 5,41 1,11-26,4 0,037
Q3: 855-930 12 (12%) 27 (27%) 4,44 0,88-22,5 0,072
Q4:931-2 043 65 (65%) 23 (23%) 21,4 4,52-101 <0,001

Opisywang asocjacje miedzy wysokimi stezeniami miedzi we krwi a zwigkszong
czestoscig wystepowania raka jelita grubego zaobserwowano réwniez dla réznych lokalizacji raka

jelita grubego (Tabele 21-22).
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Tabela 21. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych
w zaleznosci od stezenia miedzi we krwi wsréd rakéw zlokalizowanych

w okreznicy.

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=81 n=81
Q1: 589-768 1(1,2%) 20 (25%) - - -
Q2: 768-854 17 (21%) 27 (33%) 7,55 0,93-61,2 0,058
Q3: 855-930 9 (11%) 18 (22%) 10,0 1,08-93,4 0,042
Q4:931-2 043 54 (67%) 16 (20%) 45,1 5,29-386 <0,001

Tabela 22. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych
w zaleznoSci od stezenia miedzi we krwi wsréd rakow zlokalizowanych

w zgieciu esiczo—odbytniczym.

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=91 n=91
Q1:589-768 6 (6,6%) 22 (24%) - - -
Q2: 768-854 13 (14%) 17 (19%) 3,27 0,83-13,0 0,091
Q3: 855-930 16 (18%) 25 (27%) 3,42 0,82-14,2 0,092
Q4:931-2 043 56 (62%) 27 (30%) 9,89 2,68-36,5 <0,001

Analiza rozktadu liczby przypadkdéw raka jelita grubego w poszczegolnych ¢wiartkach
utworzonych dla oséb z okreslonym genotypem w obrebie analizowanych genéw, wykazala
zwigkszong czesto§¢ wystgpowania raka jelita grubego u osob nalezacych do ¢wiartki
z najwyzszym stezeniem miedzi (Q4: 931-2 043pg/L), bedacych jednoczesnie nosicielami
funkcjonalnych polimorfizméw takich jak: ABCB1 rs2032582-nonCC (OR: 33,7; 95% CI:
4,04-281; p=0,001) (Tabela 23); MT1B rs7191779-nonGG (OR: 16,6; 95% CI: 3,32-83,4;
p<0,001) (Tabela 24); CAT rs1001179-CC (OR: 16,1; 95% CI: 3,68-70,7; p<0,001)
(Tabela 25); SOD2 rs4880-nonGG (OR: 15,9; 95% CI: 3,27-77,0; p<0,001) (Tabela 26);
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GSTP1 rs1695-nonAA (OR: 15,9; 95% CI: 1,54-164; p=0,02) (Tabela 27);
XRCC1 rs1799782-CC (OR: 15,6; 95% CI: 5,00-48,5; p<0,001) (Tabela 28) — dane dotychczas

nieopublikowane.

Tabela 23. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych

w zaleznosci od polimorfizmu genu ABCB1 i stezenia miedzi we krwi.

ABCB1
rs2032582—-nonCC

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=82 n=82
Q1. 589-768 5 (6,1%) 22 (27%) - - -
Q2: 768-854 15 (18%) 21 (26%) 7,35 0,88-61,3 0,065
Q3: 855-930 8 (9,8%) 18 (22%) 7,49 0,81-69,1 0,076
Q4:931-2 043 54 (66%) 21 (26%) 33,7 4,04-281 0,001

Tabela 24. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu MT1B i steZenia miedzi we krwi.

MT1B
rs7191779-nonGG

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=91 n=91
Q1: 589-768 2 (2,2%) 16 (18%) - - -
Q2: 768-854 15 (16%) 30 (33%) 2,77 0,56-13,8 0,2
Q3: 855-930 16 (18%) 21 (23%) 6,70 1,25-36,0 0,027
Q4:931-2 043 58 (64%) 24 (26%) 16,6 3,32-83,4 <0,001
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Tabela 25. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych

w zaleznosci od polimorfizmu genu CAT i stezenia miedzi we krwi.

CAT
rs1001179-CC

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=77 n=77
Q1: 589-768 4 (5,2%) 18 (23%) - - -
Q2: 768-854 15 (19%) 22 (29%) 2,67 0,70-10,2 0,2
Q3: 855-930 10 (13%) 21 (27%) 3,44 0,76-15,6 0,11
Q4:931-2 043 48 (62%) 16 (21%) 16,1 3,68-70,7 <0,001

Tabela 26. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych

w zaleznosci od polimorfizmu genu SOD? i stezenia miedzi we krwi.

SOD2
rs4880-nonGG

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=90 n=90
Q1:589-768 4 (4,4%) 19 (21%) - - -
Q2: 768-854 15 (17%) 21 (23%) 4,49 0,95-21,2 0,058
Q3: 855-930 10 (11%) 22 (24%) 4,12 0,75-22,6 0,1
Q4:931-2 043 61 (68%) 28 (31%) 15,9 3,27-77,0 <0,001
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Tabela 27. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych

w zaleznosci od polimorfizmu genu GSTP1 i stezenia miedzi we krwi.

GSTP1
rs1695-nonAA

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=58 n=58
Q1: 589-768 1(1,7%) 9 (16%) - - -
Q2: 768-854 7 (12%) 19 (33%) 1,14 0,09-14,3 >0,9
Q3: 855-930 11 (19%) 14 (24%) 5,94 0,48-73,0 0,2
Q4:931-2 043 39 (67%) 16 (28%) 15,9 1,54-164 0,02

Tabela 28. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i osob zdrowych

w zaleznosci od polimorfizmu genu XRCC1 i stezenia miedzi we krwi.

XRCC1
rs1799782-CC

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=147 n=147
Q1:589-768 8 (5,4%) 36 (24%) - - -
Q2: 768-854 25 (17%) 39 (27%) 3,60 1,14-11,4 0,029
Q3: 855-930 17 (12%) 36 (24%) 2,99 0,86-10,4 0,085
Q4:931-2 043 97 (66%) 36 (24%) 15,6 5,00-48,5 <0,001
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Dla polimorfizméw w obrgbie pozostatych 4 gendéw réznice w liczbie zachorowan
pomigdzy poszczegolnymi ¢wiartkami stezen miedzi nie byty istotne statystycznie lub liczebnosci

poszczegblnych podgrup byly mate (Tabele S27-S40 w suplemencie zataczonym do niniejszej

pracy).

Dla zadnego z genotypow analizowanych osobno, nie zaobserwowano zwigkszenia
prawdopodobienstwa wystepowania raka jelita grubego (Tabele S41-S50 w suplemencie

zataczonym do niniejszej pracy).
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6. WhioskKi

=

Stezenie arsenu we krwi ponizej 0,67ug/L moze by¢ zwigzane ze wzrostem czegstosci

wystepowania raka jelita grubego u kobiet.

2. Stezenie miedzi we krwi powyzej 900ug/L moze by¢ zwigzane ze wzrostem czgstosci
wystepowania raka jelita grubego niezaleznie od pici.

3. Oznaczenie stezen arsenu i miedzi we krwi moze stanowi¢ marker selekcji pacjentow
do dalszej diagnostyki raka jelita grubego.

4, Efekt selekcji kobiet do diagnostyki raka jelita grubego na podstawie oceny
stezenia arsenu we krwi moze by¢ zwickszony w podgrupach nosicielek
polimorfizméw w  obrebie takich genow jak:  CAT rs1001179-nonCC,
ABCB1 rs2032582-CC, GPX1 rs1050450-CC, CRTC3 rs12915189-nonGG.

5. Efekt selekcji o0sob (niezaleznie od plci) do diagnostyki raka jelita grubego

na podstawie oceny st¢zenia miedzi we krwi moze by¢ zwigkszony w podgrupach

nosicieli  polimorfizméw  takich genéw jak: ABCB1l rs2032582-nonCC,

MT1B  rs7191779-nonGG, CAT  rs1001179-CC, SOD2  rs4880-nonGG,

GSTP1 rs1695-nonAA, XRCC1 rs1799782-CC.
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7. Publikacje bedace podstawa rozprawy

7.1. Publikacja nr 1:

,»Low blood-As levels and selected genotypes appears to be promising
biomarkers for occurrence of colorectal cancer in women.” Piotr Baszuk,
Paulina Stadnik, Wojciech Marciniak, R6za Derkacz, Anna Jakubowska,
Cezary Cybulski, Tomasz Huzarski, Jacek Gronwald, Tadeusz De¢bniak,
Katarzyna Bialkowska, Sandra Pietrzak, Jozef Kladny, Rodney J. Scott,
Jan Lubinski, Marcin R. Lener. Biomedicines. 2021; 9(9):1105.
doi: 10.3390/biomedicines9091105
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Abstract: In following study we examined whether blood arsenic (As) levels combined with specific
polymorphisms in MT1B, GSTP1, ABCB1, NQO1, CRTC3, GPX1, SOD2, CAT, XRCC1, ERCC2 can be
used as a marker for the detection of colorectal cancer (CRC) among Polish women. A retrospective
case-control study of CRC included 83 CRC cases and 78 healthy controls. From each study participant
pre-treatment peripheral blood was collected for As level measurement by inductively coupled-
plasma mass spectrometry (ICP-MS). We estimated the odds ratio (OR) of the association between
blood-As levels and CRC using multivariable unconditional logistic regression models. A low blood-
As level (0.27-0.67 pg/L) was associated with an increased frequency of CRC (OR: 3.69; p = 0.005).
This correlation was significantly greater when participants carried particular gene variants: CAT,
rs1001179-nonCC (OR: 19.4; p = 0.001); ABCBI rs2032582-CC (OR: 14.8; p = 0.024); GPX1 rs1050450-
CC (OR: 11.6; p = 0.002) and CRTC3 rs12915189-nonGG (OR: 10.3; p = 0.003). Our study provides
strong evidence that low blood-As levels are significantly associated with increased CRC occurrence
and that particular gene variants significantly enhanced this correlation however, due to the novelty
of these findings, we suggest further validation before a definitive statement that the combined effect
of low blood-As levels with specific gene polymorphisms is a suitable CRC biomarker.

Keywaords: colorectal cancer; arsenic level; biomarkers

1. Introduction

There are 2 major methods to study association between biomarkers and cancer. The
first one studies the risk of cancer development and is based on a prospective cohort when
patients are initially unaffected. The other method, a case-control study explores cancer
occurrence. Although the case-control study design has limitations as it does not exclude
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influence of tumour itself on biochemical parameters, this type of study is very useful
to establish the most efficient criteria of cancer surveillance. Malignant tumours are the
leading cause of death worldwide [1,2]. According to GLOBOCAN 2020 data, colorectal
cancer (CRC) was the third most frequently diagnosed cancer and was classified as one of
the most common types of cancers in both men and women [3]. It is believed that the inter-
action of various risk factors cause the accumulation of many genetic/epigenetic /metabolic
changes within the cell has the greatest impact on cancer initiation and development [4-9].
It is known that low concentrations of some trace elements is beneficial for human health,
however it has also been shown that genetic polymorphisms that alter the function or
expression of important genes that play key roles in the metabolism of trace elements may
contribute to the increased risk of cancer development [10,11]. Moreover, several trace
elements are considered as chemical carcinogens that may contribute to the carcinogenic
process [10,11]. The IARC report determined arsenic (As) and its compounds as one of the
most carcinogenic trace elements that mankind is exposed to [10,12,13]. Although As is
ubiquitous in the environment, and human exposure can occur from many natural and
anthropogenic sources, diet is classified as one of the major source of As exposure [14].
Biomolecular mechanisms of As clearance are still poorly understood, however there are
some theories that its biotransformation may exert carcinogenesis in both a genotoxic and
non-genotoxic manner [15,16]. Recently we have been able to show that As is a major
cancer risk factor for women in Poland-high levels of blood As (the highest quartile} is
associated with more than 10-times higher risk of breast cancers as compared to quartile
with the lowest As levels [17]. The above correlations have not been observed in our studies
of men (data not shown). So far many retrospective revisions have indicated an association
between the concentration of As in human samples and the occurrence of various cancer
types [18-26], however none of these reports studied the relationship between As exposure
and CRC occurrence. It is well established that increased risks of cancer are associated
with polymorphisms of different genes. For the studies herein, we selected polymorphisms
in genes reported to be directly involved in malignant transformation and /or xenobiotic
metabolism and / or oxidative stress. As some studies have already explored the combined
effects of metal levels with DNA variants of genes involved in carcinogenesis [27,28], we
decided to explore whether functional polymorphisms in a panel of genes selected by
us correlates with the frequency of CRC linked with blood-As levels in Polish women.
Based on functional characteristics, high mutant-allele frequency (MAF > 25%) and poten-
tial relationship with cancer development and occurrence, 10 gene polymorphisms were
studied. We selected the following genes: ATP Binding Cassette Subfamily B Member
1 (ABCBI) [29,30] and glutathione s-transferase P'1 (GSTPT) [31] participating in elimi-
nation of some potentially toxic xenobiotics excision repair cross-complementing rodent
repair deficiency group 2 (ERCC2) [32] and X-ray repair cross-complementing protein 1
(XRCCT) [33,24] that are involved in DNA repair, catalase (CAT), glutathione peroxidase-1
(GPX1), superoxide dismutase 2 (SOD2) [35] and NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1
(NQO1) [36] that are anti-oxidative stress enzymes, CREB Regulated Transcription Coacti-
vator 3 (CRTC3) that plays a role in a regulation of CREB-dependent gene transcription in a
phosphorylation-independent manner [37], metallothionein 1B (MT1B) which is involved
in metal homeostasis and protection against heavy metal toxicity, DNA damage, and
oxidative stress [38]. The aim of this study was to answer the following questions: Can
blood-As levels be used as a biomarker for CRC occurrence in Polish women? Can specific
gene polymorphisms be used as a biomarker for CRC occurrence in Polish women? Does
the combined effect of blood-As levels and specific gene polymorphisms influence CRC
frequency in Polish women?

2. Materials and Methods
2.1. Study Group

A population based retrospective case-control study of CRC was conducted on the
cohort of 161 Polish women. The characteristics of cases and control participants are
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presented in Table 1. All study subjects provided written informed consent to participate
in the study and were randomly included in the study between 2012 and 2017. For each
cancer patient, one unaffected individual registered at the International Hereditary Cancer
Centre, Pomeranian Medical University of Szczecin, was matched as a healthy control.
Participants were matched for year of birth (43 years), sex, smoking status (pack-years
+20%) and the total number of malignancies among first degree relatives. In all cases
cancer was confirmed by histopathological examination. The study was conducted in
accordance with the Helsinki Declaration and with the consent of the Ethics Committee of
Pomeranian Medical University in Szczecin under the number KB-0012/73/10.

Table 1. Characteristics of female CRC cases and controls.

Total, Participants Age Smoking Status Stage of CRC
n=161 (Mean/Range) Yes No I I I v Unknown
Cases 83 67.17 (35-90) 23 60 15 32 28 4 4
Controls 78 67.24 (36-88) 22 56 - - - - -

2.2. Measurement of Blood-As Level

10 mL of peripheral blood was collected into a vacutainer tube containing sodium
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) from all study participants and then stored at
—80 °C until the day of analysis. Study subjects were fasting for at least six hours before
sample collection. Blood samples were taken from patients” pre-treatment at the time of
diagnosis. Total arsenic concentration in their blood was measured by the inductively
coupled plasma mass spectrometer method reported in our previous study [17].

2.3. Molecular Analysis

Ten selected variants in ten genes were genotyped: rs13181 in ERCC2, rs1799782 in
XRC(C1, rs7191779 in MT1B, rs1695 in GSTPI, rs2032582 in ABCB1, rs1800566 in NQO1,
1$12915189 in CRTC3, rs1050450 in GPX1, 134880 in SOD2, and 181001179 in CAT. From each
individual included in the study, a 10 mL peripheral blood sample was collected in a vacu-
tainer tube containing 1 mL of 10% sodium EDTA. The genomic DNA was isolated using
the detergent method [39]. SNP Analyses were performed using a pre-designed Geno-
typing Assay x 40 (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA). Each reaction
mixture consisted of 2.5 L. LightCycler 480 Probe Master Mix (Roche Diagnostics, Basel,
Switzerland), the assay 0.125 uL (Genotyping Assay » 40 TagMan) (Applied Biosystems,
Waltham, Massachusetts, USA) and 1.375 uL deionized water (Roche Diagnostics, Basel,
Switzerland). Samples were analyzed on 384-well plates. Each plate was included positive,
negative and water-blind control. The genotyping data were collected and analyzed using
the LightCycler 480 Instrument and the program of the LightCycler 480 Basic Software
Version 1.5 (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland).

2.4. Statistical Analysis

For the estimation of association of As levels or As level and genotype with female
CRC occurrence, study participants were assigned to one of four categories (quartiles-QQ)
based on the As levels distribution among controls. The association of As level with
CRC occurrence was estimated with odds ratio (OR) at 95% confidence intervals using
multivariable unconditional logistic regression model. The fourth quarter was utilized as
the reference category for the odds ratio calculation. All calculations were performed using:
“R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria” (R version 4.0.4 (10 October 2020)).

3. Results

The lowest blood-As level (0.27-0.67 ug/L-Q1) was associated with a 3.69-fold (95%
CI1.50-9.50); p= 0.005) increase in the risk of CRC when compared to blood As levels of 4th
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quartile (1.47-7.11 ug/L) (Table 2). Apart from that, significant differences were observed
in As levels between controls and Stage I-II patients (median 0.9 and 0.66 respectively)—
p-value = 0.01.

Table 2. CRC occurrence risk associated with As level in blood in women,

As Blood Level (ug/L) Cases/Confrols
Q1: 0.27-0.67 40720
Q2: 0.68-0.88 11/19
3: 0.92-1.44 21/19
Q4: 1.47-7.11 11/20

QI vs. Q4 (reference), cases/ controls: 40,/20 vs. 11/20; OR: 3.69 (95% CI 1.50-92.50); p = 0.005.

By comparing quartiles, further examination of the candidate gene variants showed a
significantly greater probability of CRC occurrence in women with the lowest (0.27-0.67 ug/L)
blood-As levels carrying functional polymorphisms such as: CAT, rs1001179-nonCC (OR: 19.4
(95% CI3.69-159.0); p = 0.001) (Table 3), ABCBI rs2032582-CC (OR: 14.8 (95% CI11.95-318);
p =0.024) (Table 4), GPX1 rs1050450-CC (OR: 11.6 (95% CI 2.74-60.9); p = 0.002) (Table 5),
CRTC3 rs12915189-nonGG (OR: 10.3 (95% CI 2.42-52.8); p = 0.003) (Table 6). In the remaining
6 genes results were statistically non-significant or groups of cases/controls were very small.

None of the presented genotypes increased predisposition to CRC when blood-As
level was not considered (Appendix A, Tables A1-A4).

Table 3. Numbers of CRC cases and healthy controls depending on CAT gene polymorphism and

blood-As concentration in women.

CAT 1001179
nonCC cc
As Blood Level (ug/L)
Cases Controls Cases Controls
QL: 0.27-0.67 20 (57%) 5(17%) 20 (42%) 15 (31%)
Q2: 0.68-0.88 4 (11%) 7 (24%) 7 (15%) 12(24%)
Q3: 092-144 9 (26%) 7 (24%) 12(25%) 12(24%)
Q4: 147-7.11 2(5.7%) 10 (34%) 9 (19%) 10 (20%)

CAT rs1001179-nonCC: Q1 vs. (4 (reference), OR: 19.4 (95% CI 3.69-159); p = 0.001.

Table 4. Numbers of CRC cases and healthy controls depending on ABCB1 gene polymorphism and
blood-As concentration in women.

ABCB1 rs2032582

cC nonCC
As Blood Level (ug/L)
Cases Controls Cases Controls
Ql: 0.27-0.67 14 (48%) 10 (31%) 26 (48%) 10 (22%)
QJ2: 0.68-0.88 4(14%) 7 (22%) 7 (13%) 12(26%)
Q3: 0.92-1.44 10 (34%) 7(22%) 11 (20%) 12(26%)
Q1 147-7.11 1(34%) 5 (25%) 10(19%) 12(26%)

ABCB1T rs2032582-CC: Q1 vs, Q4 (reference), OR: 14.8 (95% CI 1.95-318); p = 0.024,

Table 5. Numbers of CRC cases and healthy controls depending on GPX1 gene polymorphism and
blood-As concentration in women.

GPX1 151050450

cc nonCC
As Blood Level (ug/L)
Cases Controls Cases Controls
Q1: 0.27-0.67 18 (51%) 4 (12%) 22 (46%) 16 (36%:)
Q2: 0.68-0.88 5 (14%) 8 (24%) 6 (12%) 11(24%)
Q3: 092-1.44 6 (17%) 8 (24%) 15 (31%) 11(24%)
Q4: 147-7.11 6 (17%) 13 (39%) 5 (10%) 7 {16%)

GPXT rs1050450-CC: Q1 vs, Q4 (reference), OR: 11.6 (95% Cl 274-60.9); p = 0.002,
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Table 6. Numbers of CRC cases and healthy controls depending on CRTC3 gene polymorphism and
blood-As concentration in women.

CRT(C3 1512915189

GG nonGG
As Blood Level (pg/L)
Cases Controls Cases Controls
QL. 0.27-067 19 (40%) 15(35%) 21 (58%) 5 (14%)
Q2 0.68-0.88 7 (15%) 7 (16%) 4 (11%) 12(34%)
Q3: 0.92-1.44 14 (30%) 11 (26%) 7 (19%) 8(23%)
Qt: 147-7.11 7 (15%) 10 (23%) 4(11%) 10(29%)

CRTC31rs12915189-nonGG: Q1 vs. 4 (reference), OR: 10.3 (95% C1 2.42-52.8); p = 0.003,

4. Discussion

CRC is one of the major causes of morbidity and mortality in many well-developed
countries and its occurrence is increasing in developing areas of the world.

This current retrospective report showed a novel finding that low blood-As levels are
strongly associated with higher probability of CRC occurrence in women.

Since our published data achieved in our prospective cohort of women strongly
suggested blood-As levels in women should be low, because it is correlated with an
extremely low risk of all cancer development including CRC, we hypothesized that low
blood-As levels in CRC patients (current retrospective study) may be due to significantly
higher As metabolism occurring in cancerous cells during the growth of the CRC. Observed
correlation may be also site-specific since in analogous studies performer in Our Centre,
breast and lung cancer female patients did not show association between As level and
tumour occurrence (data not shown). Mechanisms behind our observations need further
investigations including somatic and genetic changes of various pathways involved in
cancer development.

Recently, we recognized unexpectedly that one of mechanism of As induced carcino-
genesis may be via estrogens, Experimental studies on animals have shown dependence of
As effects on sex [40]. In prospective cohorts we also observed that As associated cancer
risk was correlated with hormonal status: in women, higher blood As level was associated
with higher cancer risk but in men, especially at age < 60 yrs, higher blood As level was
associated with lower cancer risk (data not shown). In females, As may influence on
development of cancers by disrupting the function of estrogen receptors and suppressing
the signaling pathway of estrogen [41,42]. As is also a potential metallo-estrogen [43,44].

Surprisingly, to the best of our knowledge, there are no published retrospective
case-control studies on the relationship between As levels in any biological sample and
CRC occurrence.

It is well known that apart from many environmental factors, genetic predisposition
plays a significant role in the CRC development and occurrence [45]. From the panel
of selected genes in this study, we presented that gene variants such as: CAT, rs1001179-
nonCC, ABCBI rs2032582-CC, GPX1 rs1050450-CC, CRTC3 rs12915189-nonGG significantly
enhanced already greater CRC occurrence among women with <0.67 ug/L blood-As
concentration, although none of these genotypes presented a significant effect on CRC
occurrence on their own when blood-As levels were not considered. It is in agreement
with results of former studies presenting no impact of polymorphisms of ABCBI rs2032582,
GPX1 rs1050450, CAT rs1001179 on CRC occurrence among respectively Asian [29], Nor-
wegian [46], Iranian [47] German [48] and US populations [49].

As far as we are aware, this is the first report exploring the impact of CRTC3 rs12915189
polymorphism on its own, but also in combination with blood-As levels on CRC occurrence.
According to our findings, CRTC3 rs12915189-nonGG itself did not predispose to a higher
frequency of CRC, however with blood-As levels below or equal to 0.67 ug/ L it significantly
increased the occurrence of CRC among women from Poland.

Based on our data and assumptions, we consider that to exclude the occurrence of
CRC, a colonoscopy should be offered to women with a low blood-As level as a result of
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either an As-free diet or found in their initial regular blood tests and in association with
gene variants described above.

We are convinced that after further valiclation (alsc on larger numbers of cases and
controls) the combination effects of low blood-As levels with CAT rs100117%-nonCC,
ABCBT ra2032582-CC, GPXT rs1050450-CC, CRTC3 re12915189-non(G(G mayhbe a suitable
CRC biomarker in Polish women.

5. Conclusions

Low blood-As level (0.27-0.67 pg/L) significantly increases probability of the CRC
oeeurrence in women.

CAT rs1001179-nonCCC, ABCRI rs2032582 -, GPXT rs10580450-CC, CRTC 3 r512915189-
nonGG polymerphisms enhance Lhe already existing, increased probabilily of female CRC
occurrence associated with low hlood-As levels (0.27-0.67 pg /1)
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Appendix A

Table Al. Numbers of CRC cases and healthy controls depending on CAT gene polymorphism only.

CAT 151001179
Overall Cases Controls
cc 97 (60%) 48 (3% 19 (63%)
non( (. &4 (40%) 35 (42%; 29 [37%)

CAT rs1001179nonCCr OR: 1.23 (95% C10.65-2.33); p = 0.4,

Table A2. Numbers of CRC cases and healthy controls depending on ABCB? gene polymorphism only.

ABCBT rs2032582

Overall Cases Controls
CC 61 (33%) 29 (35%) 32 (41%)
nonCC 100 (62%) 54 (65%) 45 (59%)

ABCBI rs2032582-1onCC: OR: 1.30 (95% CI 0.68-2.46); p — 0.4,
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Table A3. Numbers of CRC cases and healthy controls depending on GPX1 gene polymorphism only.

GPX1 rs1050450
Overall Cases Controls
ce 68 (42%) 35 (42%) 33 (42%)
nonCC 93 (38%) 48 (58%) 45 (58%)

GPX1 rs1050450-nonCC: OR: 1.01 (95% CI 0.54-1.88); p > 0.9.

Table A4, Numbers of CRC cases and healthy controls depending on CRTC3 gene polymorphism only.

CRT(3 1512915189

Overall Cases Controls
cC 90 (56%) 47 (57%) 43 (55%)
nonCC 71 (44%) 36 (43%) 35 (45%)

CRTC3r512915189-nonGG: OR: 0.94 (95% CT0.50-1.76); p = 0.8.
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Abstract: There is a need for sensitive and specific biomarkers for the early detection of colorectal
cancer. In this retrospective study, we assessed whether a high blood copper level was associated
with the presence of colorectal cancer. The blood copper level was measured among 187 colorectal
cancer patients and 187 matched controls. Cases and controls were matched for sex, smoking status
(yes/no) and year of birth. Among the cases, the mean blood copper level was 1031 pg/L (range
657 pg/L to 2043 pg /L) and among the controls, the mean blood copper level was 864 pg/L (range
589 ng/L to 1433 pg/L). The odds ratio for colorectal cancer for those in the highest quartile of copper
level (versus the lowest) was 12.7 (95% CI: 4.98-32.3; p < 0.001). Of the patients with stage I-II colon
cancer, 62% had a copper level in the highest quartile. A blood copper level in excess of 930 pg/L is
associated with an increase in the prevalence of colorectal cancer in the Polish population and its
potential use in early detection programs should be considered.

Keywords: copper; colorectal cancer; biomarkers

1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancers in men and women [1].
The early diagnosis of colorectal cancer is promoted as a means to reduce the burden of
the disease in society. There are several approaches to the early diagnosis of colorectal
cancer, including pre-screening of stool samples or blood tests for relevant biomarkers
(proteins; DNA; mRNA and long non-coding RNA; microRNA; metabolites and gut
microbiome) followed by colonoscopies or sigmoidoscopies where appropriate [2]. Others
have recommended computer-assisted algorithms for evaluating complete blood counts
(CBCs) or platelets [3-5]. To date, non-invasive tests for colorectal cancer pre-screening
have not been proven to be effective in terms of reducing cancer mortality.

Potential biomarkers for cancer can be identified by using a case-control design. The
biomarkers are measured in newly-diagnosed cancer cases and in closely matched healthy
controls and the levels are compared. It is important to acquire the blood sample prior to
treatment to avoid the possibility that the treatment influences the level of the biomarker.
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Several trace elements are critical for human health [6-8]. One essential micronutrient
is copper (Cu). Itis required as a catalytic cofactor or as a structural component for proteins
and plays a role in critical biological functions such as enzyme activity, oxygen transport
and cell signaling. Cu is highly redox active, readily donating and accepting electrons to
shift between its two valence states (Cu™ < Cu?*), Many critical enzymes depend on this
activity and hence Cu plays an important role in biclogical oxidation-reduction (redox)
reactions [9]. It can catalyze the production of free radicals and this can be damaging to
lipids, proteins, DNA and other biomolecules [10,11]. Cu is not a carcinogen per se, but
these activities make it potentially toxic.

In patients with cancer {or inflammation) Cu concentrations rise in the plasma and the
synthesis and secretion of ceruloplasmin by the liver is enhanced. Ceruloplasmin is a major
Cu transporter that binds Cu in circulation [12]. The elevated ceruloplasmin concentrations
in each of these conditions would provide additional Cu uptake by cells in normal tissues
and as well as cancer cells. Transcuperine (a second Cu-binding protein) appears to be
increased in malignancy. Enhanced uptake of Cu from non-ceruloplasmin fractions of
plasma, which together account for the relatively high levels of Cu in tumor cells, was
demonstrated in neoplastic cells. Cualso plays a role in angiogenesis, a requirement for
tumor growth, which may be mediated by Cu-dependent amine oxidases [13].

Several studies have reported high serum Cu levels in a wide range of cancers includ-
ing lymphoma, reticulum cell sarcoma, laryngeal carcinomas, cervical, breast, pancreas,
stomach and lung cancers [14-16]. Elevated serum Cu levels correlated with disease stage
in breast and colorectal cancer [17,18].

The aim of the study was to assess whether blood Cu levels are associated with the
presence of colorectal cancer.

2. Materials and Methods
2.1. Study Group

A total of 187 subjects with pathologically-confirmed colorectal cancer were enrolled
for study. Cases originated from the Department of General Surgery and Surgical Oncology,
Clinical Hospital of Pomeranian Medical University in Szczecin. Blood samples were taken
from cases shortly after diagnosis and prior to treatment (between 2011 and 2017).

The controls were identified from a research registry housed at the International
Hereditary Cancer Center, Pomeranian Medical University in Szczecin. Controls were
participants in a population-based study of the 1.3 million inhabitants of Poland designed
to identify familial aggregations of cancers conducted by our center. Blood samples from
participants of the aforementioned registry were taken between 2012 and 2017.

Each case was assigned to one control matched for sex, smoking status (yes/no) and
year of birth (43 years).

The study was conducted in accordance with the Helsinki Declaration and with the
consent of the Ethics Committee of Pomeranian Medical University in Szczecin under
the number KB-0012/73/10 of 21 June 2010. All participants provided written informed
consent to be enrolled in the herein study between 2011 and 2017. The overall characteristics
of individuals enrolled into the following study are presented in Table 1.

2.2. Measuretnent of Blood Copper Level

For analysis, 10 mL of peripheral blood was collected into a vacutainer tube containing
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) from all study participants and then stored at
—80 °C until the day of analysis. Study subjects fasted for at least six hours before sample
collection. Determination of $Cu was performed using an inductively coupled plasma
mass spectrometer (ICP-MS) (ELAN DRC-e, PerkinElmer, Concord, ON, Canada). Before
each assay, the instrument was tuned to achieve the manufacturers’ optimum criteria.
Oxygen was used as a reaction gas. The spectrometer was calibrated using an external
calibration technique. Calibration standards were prepared fresh daily, from 10 ug/mL
Multi-Element Calibration Standard 3 (PerkinElmer Pure Plus, Shelton, CT, USA) by

-67-



Binmedicings 2021, 9, 1628

-Publikacje bedace podstawg rozprawy-

Aol 10

dilution with a blank reagent to the final concentration of 5; 10 and 50 ug/L for Cu
determination. Correlation coefficients for calibration curves were always greater than
0.999. Matrix-matched calibration was used. Rhodium was set as the internal standard.

Table 1. Characlerislics of individ uals enrolled inlo the sludy.

Characteristic Cases, n =187 Controls, 1 = 187
Year of birth 1923-1985 (1949) 1 1926 1936 (1949)
Age at blood draw 32-94 (68) 31-91 (68)
Year of blood draw 2011-2017 (2014) 2012-2019 ¢2014)
Sex
Female 83 (44%) 7 823 (44%)
Male 104 (56%) 104 (56%)
Smoking
No 141 (75%) 140 (75%)
Yes 46 (23%) 47 (23%)
Celon cancer stage
I 27 (14%) -
il 74 (40%) -
Il 57 (30%) -
v 14 (7.5%) -
Missing 153 (3.0%) -
Site
Colon 81 (43%) -
Rectum/Rectosigmoid o1 (49%) ;
Junction
Missing 15 (8%) -
Grading
&3 14 (7.5%) -
G2 109 (55%) -
53 33 (18%) -
Mucinous 10¢5.3%) -
Missing 21 (11%) -
Metastases present -
No 100 (53%) -
Yes 69 (37%) -
Missing 18 (9.6%) -

L Range (Maan); 5 (%),

The analysis prolocol assumed a 30-fold dilulion of bleod in a blank reagenl. The blank
reagent consisted of high purity water (>18 MQ)), IMAH (AlfaAesar, Kandel, Germany),
Triton X-100 (PerkinElmer, Shellon, CT, USA), n-butanol (Merck, Darmstadt, Germany),
rhodium (PerkinClmer, Shelton, C'T, USA), gold (VWR, Steinheim, Germany) and ED'TA
(Sigma-Aldrich, Leuven, Belgium).

The accuracy and precision of all measurements were tested using certified reference
material (CRM), Clincheck Plasmonorm Blocd Trace Elements Level 1 {Recipe, Munich,
Germany). Recovery rates were between 80% and 105% for analyzed elements; calculated
recurrence (Cv%) was below 15% for all the measured elements. The testing laboratory was
a member of two independent external quality assessment schemes: LAMP organized by
the COC (LAMYP: Lead And Multielement Proficiency Program; CDC: Center for Disease
Control) and QMEQAS organized by the Institut National de Santé Publique du Québec
{QMEQAS: Quebec Multielernent External Quality Assessment Scheme).

2.3 Statistical Annlysis

All study participants were assigned to one of four quartiles according to increasing
Cu concentrations among the contrels. The cut-off levels for the quartiles were used in
all calculations. To estimate the association of Cu levels with colorectal cancer occwrrence,
odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (Cls) were calculated using univariable
conditional logislic regression. The baseline (firsl quarlile) of blood Cu was laken as the
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reference group. All statistical calculations were performed using: R: A language and
environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria; hitps:/ /www.R-project.org/ (R version 4.04; accessed on 10 October 2020).

3. Results

Among the 187 controls, the mean blood Cu level was 864 ug/L (range 589 ug/L to
1433 ug/L) and among all cases, the mean blood Cu level was 1031 ug/L (range 657 ug/L
to 2043 ug/L). In the overall analysis there was a positive association between blood Cu
level and colorectal cancer (Table 2). The odds ratio for those within the highest Cu quartile,
compared to the baseline quartile was 12.7 (95% CI: 4.98-32.3; p < 0.001).

Table 2. Blood copper levels and CRC occurrence.

Cases Controls o
Copper Level " =187 "= 187 OR 95% Cl p-Value
Q1 589-768 pg/L 11 (5.9%) 47 (25%) — —
Q2 768-854 ug/L 33 (18%) 46 (25%) 3.34 1.30-8.61 0.012
(3 855-930 ug/L 26 (14%) 47 (25%) 346 1.25-9.56 0.017
(04 931-2043 ug/L 117 (63%) 47 (25%) 127 4.98-32.3 <0.001

Among all women, the mean blood Cu level was 1003 ug/L (range 657 ug/L to
1899 ug/L) and among all men, the mean blood Cu level was 902 ug/L (range 589 ug/L to
2043 ug/L) (p < 0.001). The association between Cu level and colon cancer was present for
women (Table 3) and for men (Table 4). The odds ratio for a Cu in the highest quartile was
stronger in men (OR: 15.1; 95% CI: 4.84-47.2; p < 0.001) than in women (CR: 5.25; 95% CI:
1.02-27.0; p = 0.047). However, 77% of cases in women and 51% of cases in men had a Cu
level in the highest quartile.

Table 3. Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer among women.

Cases Controls

Copper Level n=83 n=83 OR 95% Cl p-Value
Q1 589-768 ug/L 2(2.4%) 8 (9.6%) — —
Q2 768-854 ug/L 5 (6.0%) 15 (18%) 0.78 0.11-5.40 0.8
Q3 855-930 pug/L 12 (14%) 25 (30%) 1.17 0.18-7.62 0.9
Q4 931-2043 g /L 64 (77%) 35 (42%) 5.25 1.02-27.0 0.047

Table 4. Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer among men.

Cases Controls o
Copper Level =104 n =104 OR 95% CI p-Value
Q1 589-768 ug /L 9 (8.7%) 39 (38%) — —
Q2 768-854 g /L. 28 (27%) 31 (30%) 4.94 1.59-153 0.006
Q3 855-930 pg/L 14 (13%) 22 (21%) 4.56 1.31-15.8 0.017
Q4 931-2043 ug/L 53 (51%) 12 (12%) 15.1 4.84-47.2 <0.001

Cu levels according to cancer characteristics are presented in Table 5. Statistically
significant higher mean Cu levels were found for cancer stage II1-IV compared to stage
I-II (p < 0.04) and G3 cancers compared with G1-G2 tumeors (p < 0.001). There was no
difference in metastases or cancer localization.
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Table 5. Copper levels by colon cancer characteristics.

‘et Mean Copper Level,
Characteristics ] ug/L (Range) p-Value
[-11 101 1002.7 (663.1-1899.3)
Stage M-IV 71 10837 (657.1-2043.2) 0.04
. G1-G2 123 1000.7 (663.1-1899.3)

Grade G3 33 11495 (791.6-2043.2) <0001
Metast No 100 1016.9 (663.1-1899.3) 02
elastases Yes 69 1069.2 (657.1-2043.2) -

Colon 81 10487 (701.8-1548.7)
Localisation  Rectum/rectosigmoid junction 91 1027.1 (657.1-2043.2) 0.33

The probability of cancer occurrence depending on Cu levels after stratification of
individuals into quartiles is presented in Tables 6-13.

Table 6. Blood copper levels and the occurrence of stage I-II colorectal cancer.

Cases Controls OR

0,
Copper Level 2101 n= 101 95% CI p-Value
Q1 589-768 ng /L 4 (4.0%) 25 (25%) —_ —
Q2768-854 ug/L 21 (21%) 25 (25%) 7.11 1.52-33.3 0.013
Q3 855-930 g /L 13 (13%) 26 (26%) 559 1.12-28.0 0.036
Q4 931-2043 ng/L 63 (62% 25 (25%) 21.0 4.54-97.0 <0.001

Table 7. Blood copper levels and the occurrence of stage 11I-IV colorectal cancer.

Cases Controls

0,
Copper Level n=71 =71 OR 95% C1 p-Value
Q1 589-768 ug /L 3 {4.2%) 17 (24%) — —
Q2 768-854 pug/L 10 (14%) 18 (25%) 1.70 0.38-7.56 05
(3 855-930 pug/L 11 (15%) 16 (23%) 2.5¢ 0.53-12.7 0.2
Q4 931-2043 pg/L 47 (66%) 20 (28%) 7.99 2.15-29.7 0.002

Table 8. Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer among G1-G2 patients.

Cases Controls

0,
Copper Level 2123 =123 OR 95% CI p-Value
Q1 589-768 g /L 7 (5.7%) 29 (24%) — —
Q2768-854 ng/L 25 (20%) 33 (27%) 4.19 1.15-15.2 0.030
Q3 855-930 nug/L 20 (16%) 30 (24%) 4.76 1.21-18.7 0.026
Q4 931-2043 pug /L 71 (58%) 31 (25%) 13.6 3.80-48.4 <0.001

Table 9. Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer among G3 patients.

Cases Controls

0,

Copper Level n=133 n=133 OR 95% CI p-Value
Q1 589-768 g /L 0(0%) 9 (27%) NA NA NA
Q2768-854 ng/L 1(3.0%) 7(21% - -

Q3 855-930 pg/L 3(9.1%) 10 (30%) 2.10 0.21-47.5 0.6
Q4 931-2043 pg /L 29 (83%) 7 (21%) 29.0 4.24-591 0.003
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Table 10. Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer among patients with metastases.

Cases Controls o
Copper Level =69 =69 OR 95% C1 p-Value
Q1 589-768 pg/L 2(2.9%) 16 (23%) — —
Q2763854 ng /L 10 (14%) 18 (26%) 2.64 0.50-14.0 03
Q3 855-930 g /L 13 (19% 16 (23%) 4.87 0.83-28.7 0.080
Q4 931-2043 pug /L 44 (64%) 19 (28%) 11.8 2.47-56.1 0.002

Table 11, Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer among patients without metastases.

Cases Controls o
Copper Level 2=100 =100 OR 95% C1 p-Value
Q1 589-768 ug/L 5 (5.0%) 24 (24%) — —
Q2 768-854 ng /L 18 (18%) 26 (26%) 5.41 1.11-26.4 0.037
Q3 855-930 pg /L 12 (12%) 27 (27%) 4.44 0.88-22.5 0.072
Q4 931-2043 ug/L 65 (65%) 23 (23%) 214 4.52-101 <0.001
Table 12. Blood copper levels and the occurrence of cancer localized in the colon.
Cases Controls o
Copper Level =81 n=8l OR 95% CI p-Value
Q1 589-768 g /L 1(1.2%) 20 (25%) — —
Q2768-854 pg/L 17 (21% 27 (33%) 7.55 0.93-61.2 0.058
Q3 855-930 pg/L 9(11%) 18 (22%) 10.0 1.08-93.4 0.042
Q4 931-2043 ug/L 54 (67%) 16 (20%) 451 5.29-386 <0.001

Table 13. Blood copper levels and the occurrence of cancer localized in rectum/rectosigmoid junction.

Cases Controls .
Copper Level n=91 a0l OR 95% C1 p-Value
Q1 589-768 ug /L 6 (6.6%) 22 (24%) — —
Q2768-854 ug/L 13 (14%) 17 (19%) 3.27 0.83-13.0 0.091
Q3 855-930 ug/L 16 (18%) 25 (27%) 342 0.82-14.2 0.092
Q4 931-2043 pg /L 56 (62%) 27 (30%) 9.89 2.68-36.5 <0.001

An association was present both for patients with stage I-1I colorectal cancer (Table &)
and stage [II-IV colorectal cancer (Table 7).
An association was present also for patients with low-grade colon cancer (Table 8) and

with high-grade colon cancer (Table 9).

The highest levels of Cu associated with increased frequency of cancer were found

irrespective of the occurrence of metastases (Tables 10 and 11).

The copper—cancer association also shows similar characteristics in different cancer
localizations (Tables 12 and 13).

4. Discussion

In this retrospective study, we found a strong and significant association between

blood Cu level and the occurrence of colorectal cancer in the Polish population. The odds
ratio for the highest quartile of blood Cu, compared to the baseline quartile was 12.7 (95%
Cl: 4.98-32.3; p < 0.001). The association was strong for cancers detected at the early stage
as well as at late stage and was present irrespective also of grading, metastases and cancer
localization.

The odds ratio according to highest quartile was stronger in men than in women—OR:
15.1 vs. 5.25 respectively. There is evidence that blood Cu level in women is dependent
on the use of hormones; possibly the higher blood Cu levels in women are caused by

-71-



Biomedicines 2021, 9, 1628

-Publikacje bedace podstawa rozprawy-

7of 10

the hormone replacement therapy that is in use by 50% of Polish women above age
50 years [19,20].

Several prior studies have evaluated the association between Cu and colorectal cancer.
Tables 14 and 15 summarize these studies. In these studies the research samples were
either collected before the onset of the disease (prospective studies) or after diagnosis
(case-control studies).

Table 14. Prospective studies on association between copper level and risk of colorectal cancer.

Time of Mean Cu Level
Country - C;‘:)"S COMIOI Material  Material OR ¥ Ref.
Collection Cases Controls
10 European
countries (Denmark, 18
France, Germany, - eaye";; Stepier,
Greece, ltaly, The 1932 966 966 seum (MOMIN somg/L 1s6mg/L 150 002 EPIC
Netherlands, ) ) 2017 [21]
Norway, Spai diagnosis
Yy, Spain,
Sweden, UK.)
up to 2 years Zhang,
us. 4663 24 4639 serum before 124 mg/L 119 mg/L 171 0429 NHANES
diagnosis 2021[22]
Table 15. Case-control studies on the association between copper level and occurrence of colorectal cancer.
: Mean Cu Level
Country " Cases Controls Material Time of MFtenal » Ret.
(n) (n) Collection Cases Controls
. . Ranjbary
Iran 80 40 40 blood at diagnosis 0.82 mg/L 0.61 mg/L 0.03 2020 [23]
. . . Ribeiro
Brasil 74 46 28 plasma at diagnosis 1.2mg/L 106 mg/L <001 2016 [24]
India 60 30 30 serum at diagnasis 1.66mg/l.  099mg/L  <0.001 1;;9;}?112]
. . Al-Ansari
Iraq 120 90 30 serum at diagnosis 0.47 mg/L 0.80mg/L  <0.001 2020 [25]
Czech . . Milde
Republic 24 17 7 serum at diagnosis 0.95 mg/L 1.21 mg/L 0.899 2001 [26]
Poland 374 187 187 blood at diagnosis 103 mg/L  086mg/L  <0.001 B;;;‘k

Several previous studies reported positive associations between serum Cu level and
colorectal cancer risk or occurrence. The largest study (the EPIC study) identified 966 in-
cidence cases of colorectal cancer in the cohort. These were matched with 966 healthy
controls. Blood was taken up to six years prior to diagnosis. Among those who developed
colorectal cancer within two years of the blood draw, the odds ratio for a Cu level in the
highest quintile compared to the lowest quintile was 4.00 (95% CI: 1.74-9.16). Among
those who developed colorectal cancer more than two years after the blood draw, the odds
ratio for a Cu level in the highest quintile compared to the lowest quintile was 1.04 (95%
CI: 0.69-1.56) [21]. These data suggest that an elevated serum Cu is a biomarker for the
presence of existing colorectal cancer rather than a risk factor for the development of cancer.
In our study, the blood was taken at the time of diagnosis and the odds ratios were more
extreme than those in the EPIC study. It is not clear to what extent the association is present
or attenuated if the blood had been taken two years in the past.

In the second prospective study, NHANES there was an association seen between
higher Cu level and increased risk of colorectal cancer (OR: 1.71; 95% CI: 0.37-7.88) but
this was not statistically significant (p = 0.4) [22]. However, there were only 24 cases in
the NHANES study and the data were not restricted to those diagnosed shortly after the
blood draw.
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A significant association between high Cu level and occurrence of colorectal cancer
has been reported in other case control studies [18,23-26], but these were much smaller in
size (Table 15). There are two small studies with results in contrast to our observations.
A significantly lower (<0.001) serum Cu level in CRC patient groups (0.47 mg/L) was
observed in a retrospective study of 90 CRC patients and 30 healthy persons (mean serum
Cu level: 0.80 mg/L) from Iraq [25]. In a small case-control study from the Moravian region
of the Czech Republic, conducted on 17 CRC patients and 7 control subjects, a higher
(although not significantly) serum Cu level was found among controls (Cu level 0.95 mg/L
vs 1.21 mg/ L respectively; p = 0.899) [26].

Our data indicate that there are systematic differences in blood Cu levels between
colorectal cancer patients and unaffected individuals in the Polish population. A blood
Cu level above 900 ug/L was found in 132 of 187 cancer patients (sensitivity = 71%;
specificity = 64%) and above 1000 pg/L is detecting 87 of 187 cancer patients (sensitivity = 47%;
specificity = 88%).

We reported previously that serum selenium level is also a marker for the occurrence
of colorectal cancer [27], however with lower sensitivity and specificity than Cu.

The mechanism(s) that cause Cu levels to increase in the blood /serum of cancer
patients is (are) not known. In a mouse model of carcinoma, the occurrence of elevated
serum Cu was found to be concomitant with a decrease in Cu within the liver. This suggests
that Cu distribution around the body, which is mediated by the liver, may be fundamentally
altered by cancer [9,28]. There is still no information on whether cellular transformation
to malignancy can drive Cu accumulation, or on the mechanisms by which cells adapt to
tolerate the ensuing oxidative pressure [9]. In our case-control study, the Cu measurements
were made after the diagnosis of colorectal cancer, although before therapy.

The strengths of our study include a large number of patients from the same geograph-
ical region who were diagnosed in the same institution and the blood samples in the cases
that were taken shortly after diagnosis but before treatment. A limitation of our study is
the relatively small sample size, but the observed associations for Cu levels were strong
consistent and highly significant. We did not have information on the use of hormone
replacement therapy. The level of blood Cu in the population may vary between countries
and the laboratory assays used may also show differences. Therefore it is important to
establish norms in each population if blood Cu is to be used as a clinical test.

Qur study suggests that blood Cu level may be a marker of colorectal cancer and may
be informative in selecting individuals for colonoscopy who might benefit from surveillance
for early detection of colorectal cancer. At present, the choice of biomarkers useful for
population screening for colonoscopies is very limited. The FIT {fecal immunochemical test)
is the most frequently used for screening. The Cologuard® stool test with complex targets
or Epi ProColon test analyzing SEFT9 methylation in the blood, is prohibitively expensive
(USD 600). However, FIT sensitivity is relatively modest (66-74%) [2]. Thus, further
research incorporating panels of various biomarkers such as Cu levels might increase
sensitivity and specificity.

5. Conclusions

A high blood Cu level (>900 ug/L) is associated with a significantly increased occur-
rence of colorectal cancer in the Polish population. Determination of the level of Cu has the
potential as a marker for the selection of patients for further surveillance with colonoscopy.
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8. Suplement

Tabela S1. Liczba os6b z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu SOD?2 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

SOD2
rs4880-GG
Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI P
(ng/L)
n=23 n=24
Q1:0,27-0,67 14 (61%) 5 (21%) 6,92 1,10-61,5 0,051
Q2: 0,68-0,88 2 (8,7%) 7 (29%) 0,70 0,06-7,80 0,8
Q3:0,92-1,44 5 (22%) 7 (29%) 1,78 0,25-16,4 0,6
Q4:1,47-7,11 2 (8,7%) 5 (21%) - - -

Tabela S2. Liczba oséb z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu GSTP1 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

GSTP1
rs1695-AA
Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI P
(ng/L)
n=29 n=31
Q1:0,27-0,67 17 (59%) 9 (29%) 5,95 1,29-34,6 0,03
Q2: 0,68-0,88 5 (17%) 8 (26%) 1,55 0,26-10,4 0,6
Q3:0,92-1,44 4 (14%) 6 (19%) 1,85 0,28-13,5 0,5
Q4:1,47-7,11 3 (10%) 8 (26%) - - -
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Tabela S3. Liczba os6b z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu NQOL1 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

NQO1
rs1800566-GG

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=52 n=52

Q1:0,27-0,67 28 (54%) 14 (27%) 5,59 1,75-20,4 0,005
Q2: 0,68-0,88 4 (7,7%) 10 (19%) 1,12 0,23-5,32 0,9
Q3:0,92-1,44 15 (29%) 14 (27%) 2,99 0,88-11,3 0,089
Q4:1,47-7,11 5 (9,6%) 14 (27%) - - -

Tabela S4. Liczba os6b z rakiem jelita grubego i os6b zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu ERCC2 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

ERCC2
rs13181-nonTT

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=63 n=51

Q1:0,27-0,67 29 (46%) 10 (20%) 4,65 1,66-14,0 0,004
Q2: 0,68-0,88 8 (13%) 14 (27%) 0,89 0,27-2,85 0,8
Q3:0,92-1,44 15 (24%) 10 (20%) 2,49 0,83-7,91 0,11
Q4:1,47-7,11 11 (17%) 17 (33%) - - -
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Tabela S5. Liczba os6b z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu MT1B i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

MT1B
rs7191779-nonGG

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=54 n=50

Q1:0,27-0,67 26 (48%) 11 (22%) 4,27 1,46-13,3 0,009
Q2: 0,68-0,88 7 (13%) 14 (28%) 0,88 0,25-2,99 0,8
Q3:0,92-1,44 12 (22%) 9 (18%) 2,35 0,72-8,01 0,2
Q4:1,47-7,11 9 (17%) 16 (32%) - - -

Tabela S6. Liczba os6b z rakiem jelita grubego i os6b zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu XRCC1 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

XRCC1
rs1799782—-CC

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=72 n=69

Q1:0,27-0,67 34 (47%) 18 (26%) 4,26 1,59-12,3 0,005
Q2: 0,68-0,88 10 (14%) 17 (25%) 1,33 0,42-4,26 0,6
Q3:0,92-1,44 20 (28%) 16 (23%) 2,81 1,00-8,46 0,056
Q4:1,47-7,11 8 (11%) 18 (26%) - - -
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Tabela S7. Liczba os6b z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu MT1B i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

MT1B
rs7191779-GG

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI P
(ng/L)
n=29 n=28

Q1:0,27-0,67 14 (48%) 9 (32%) 3,31 0,52-28,3 0,2
Q2: 0,68-0,88 4 (14%) 5 (18%) 1,83 0,21-19,9 0,6
Q3:0,92-1,44 9 (31%) 10 (36%) 2,01 0,29-18,3 0,5
Q4:1,47-7,11 2 (6,9%) 4 (14%) - - -

Tabela S8. Liczba os6b z rakiem jelita grubego i os6b zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu ABCBL1 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

ABCB1
rs2032582—-nonCC

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=54 n=46

Q1:0,27-0,67 26 (48%) 10 (22%) 3,16 1,05-9,96 0,043
Q2: 0,68-0,88 7 (13%) 12 (26%) 0,71 0,20-2,48 0,6
Q3:0,92-1,44 11 (20%) 12 (26%) 1,07 0,33-3,51 >0,9
Q4:1,47-7,11 10 (19%) 12 (26%) - - -
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Tabela S9. Liczba os6b z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu SOD?2 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

SOD2
rs4880-nonGG

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=60 n=54

Q1:0,27-0,67 26 (43%) 15 (28%) 2,99 1,06-8,91 0,043
Q2: 0,68-0,88 9 (15%) 12 (22%) 1,28 0,38-4,35 0,7
Q3:0,92-1,44 16 (27%) 12 (22%) 2,30 0,75-7,32 0,15
Q4:1,47-7,11 9 (15%) 15 (28%) - - -

Tabela S10. Liczba osob z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu GSTPL1 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

GSTP1
rs1695-nonAA

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=54 n=47

Q1: 0,27-0,67 23 (43%) 11 (23%) 2,96 0,94-9,87 0,069
Q2: 0,68-0,88 6 (11%) 11 (23%) 0,75 0,19-2,92 0,7
Q3:0,92-1,44 17 (31%) 13 (28%) 1,92 0,60-6,41 0,3
Q4:1,47-7,11 8 (15%) 12 (26%) - - -
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Tabela S11. Liczba osob z rakiem jelita grubego i os6b zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu NQOL1 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

NQO1
rs1800566—nonGG

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=31 n=26

Q1:0,27-0,67 12 (39%) 6 (23%) 2,03 0,45-9,68 0,4
Q2: 0,68-0,88 7 (23%) 9 (35%) 0,77 0,16-3,71 0,7
Q3:0,92-1,44 6 (19%) 5 (19%) 1,15 0,22-6,27 0,9
Q4:1,47-7,11 6 (19%) 6 (23%) - - -

Tabela S12. Liczba oséb z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu GPX1 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

GPX1
rs1050450-nonCC

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=48 n=45

Q1:0,27-0,67 22 (46%) 16 (36%) 1,96 0,53-7,79 0,3
Q2: 0,68-0,88 6 (12%) 11 (24%) 0,79 0,17-3,76 0,8
Q3:0,92-1,44 15 (31%) 11 (24%) 1,93 0,49-8,14 0,4
Q4:1,47-7,11 5 (10%) 7 (16%) - - -
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Tabela S13. Liczba osob z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych w zalezno$ci

od polimorfizmu genu CRTC3 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

CRTC3
rs12915189-GG

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=47 n=43

Q1:0,27-0,67 19 (40%) 15 (35%) 1,58 0,47-5,53 0,5
Q2: 0,68-0,88 7 (15%) 7 (16%) 1,39 0,33-5,99 0,7
Q3:0,92-1,44 14 (30%) 11 (26%) 1,71 0,49-6,21 0,4
Q4:1,47-7,11 7 (15%) 10 (23%) - - -

Tabela S14. Liczba osob z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu CAT i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

CAT
rs1001179-CC

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=48 n=49

Q1:0,27-0,67 20 (42%) 15 (31%) 1,56 0,50-4,99 0,4
Q2: 0,68-0,88 7 (15%) 12 (24%) 0,63 0,16-2,34 0,5
Q3:0,92-1,44 12 (25%) 12 (24%) 1,12 0,33-3,85 0,9
Q4:1,47-7,11 9 (19%) 10 (20%) - - -
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Tabela S15. Liczba osob z rakiem jelita grubego i os6b zdrowych w zaleznoSci

od polimorfizmu genu XRCC1 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

XRCC1
rs1799782—nonCC

Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=11 n=9

Q1:0,27-0,67 6 (55%) 2 (22%) - - -
Q2: 0,68-0,88 1(9,1%) 2 (22%) - - -
Q3:0,92-1,44 1(9,1%) 3 (33%) - - -
Q4:1,47-7,11 3 (27%) 2 (22%) - - -

Tabela S16. Liczba osob z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych w zalezno$ci

od polimorfizmu genu ERCC?2 i stezenia arsenu we krwi u kobiet.

ERCC2
rs13181-TT
Liczba Liczba
Stezenie As we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=20 n=27

Q1: 0,27-0,67 11 (55%) 10 (37%) - - -
Q2: 0,68-0,88 3 (15%) 5 (19%) - - -
Q3:0,92-1,44 6 (30%) 9 (33%) - - -
Q4:1,47-7,11 0 (0%) 3 (11%) - - -

-83-



-Suplement-

Tabela S17.Liczba oséb z rakiem jelita grubego i os6b zdrowych w zaleznosci

od polimorfizmu genu ABCB1 u kobiet.

ABCB1 rs2032582

Genotyp Lacznie Chorzy Zdrowi OR 959% CI p
CcC 61 (38%) 29 (35%) 32 (41%) - - -
nonCC 100 (62%) 54 (65%) 46 (59%) 1,30 0,68-2,46 0,4

Tabela S18. Liczba oséb z rakiem jelita grubego i osob zdrowych w zalezno$ci

od polimorfizmu genu CAT u kobiet.

CAT rs1001179

Genotyp Lacznie Chorzy Zdrowi OR 95% CI p
CC 97 (60%) 48 (58%) 49 (63%) - - -
nonCC 64 (40%) 35 (42%) 29(37%) 1,23 0,65-2,33 0,5

Tabela S19. Liczba oséb z rakiem jelita grubego i osob zdrowych w zalezno$ci

od polimorfizmu genu GSTP1 u kobiet.

GSTP1 rs1695

Genotyp Lacznie Chorzy Zdrowi OR 95% CI p
AA 60 (37%) 29 (35%) 31 (40%) - - -
nonAA 101 (63%) 54 (65%) 47 (60%) 1,23 0,65-2,34 0,5
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Tabela S20. Liczba os6b z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych w zaleznosci

od polimorfizmu genu NQOL1 u kobiet.

NQO1 rs1800566

Genotyp Lacznie Chorzy Zdrowi OR 959% CI p
GG 104 (65%) 52 (63%) 52 (67%) - - -
nonGG 57 (35%) 31(37%) 26(33%) 1,19 0,62-2,29 0,6

Tabela S21. Liczba oséb z rakiem jelita grubego i osob zdrowych w zalezno$ci

od polimorfizmu genu XRCC1 u kobiet.

XRCC1 rs1799782

Genotyp Lacznie Chorzy Zdrowi OR 95% CI p
CcC 141 (88%) 72 (87%) 69 (88%) - - -
nonCC 20 (12%) 11(13%) 9(12%) 1,17 0,46-3,07 0,7

Tabela S22. Liczba oséb z rakiem jelita grubego i osob zdrowych w zalezno$ci

od polimorfizmu genu SOD2 u kobiet.

SOD2 rs4880

Genotyp Lacznie Chorzy Zdrowi OR 95% CI p
GG 47 (29%) 23 (28%) 24 (31%) - - -
nonGG 114 (71%) 60 (72%) 54 (69%) 1,16 0,59-2,30 0,7
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Tabela S23.Liczba os6b z rakiem jelita grubego i os6b zdrowych w zaleznosci

od polimorfizmu genu MT1B u kobiet.

MT1B rs7191779

Genotyp Lacznie Chorzy Zdrowi OR 959% CI p
GG 57 (35%) 29 (35%) 28 (36%) - - -
nonGG 104 (65%) 54 (65%) 50 (64%) 1,04 0,55-1,99 0,9

Tabela S24. Liczba oséb z rakiem jelita grubego i osob zdrowych w zalezno$ci

od polimorfizmu genu GPX1 u kobiet.

GPX1 rs105045

Genotyp Lacznie Chorzy Zdrowi OR 95% CI p
CC 68 (42%) 35 (42%) 33 (42%) - - -
nonCC 93 (58%) 48 (58%) 45(58%) 1,01 0,54-1,88 >0,9

Tabela S25. Liczba oséb z rakiem jelita grubego i osob zdrowych w zalezno$ci

od polimorfizmu genu CRTC3 u kobiet.

CRTC3rs12915189

Genotyp Lacznie Chorzy Zdrowi OR 95% CI p
GG 90 (56%) 47 (57%) 43 (55%) - - -
nonGG 71 (44%) 36 (43%) 35(45%) 0,94 0,50-1,76 0,8
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Tabela S26. Liczba os6b z rakiem jelita grubego i os6b zdrowych w zaleznosci

od polimorfizmu genu ERCC2 u kobiet.

ERCC2 rs13181

Genotyp Lacznie Chorzy Zdrowi OR 959% CI p
nonTT 114 (71%) 63 (76%) 51 (65%) - - -
TT 47 (29%) 20 (24%) 27 (35%) 0,60 0,30-1,19 0,14

Tabela S27. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu ERCC2 i stezenia miedzi we krwi.

ERCC2
rs13181-nonTT

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=92 n=92
Q1:589-768 6 (6,5%) 23 (25%) - - -
Q2: 768-854 13 (14%) 22 (24%) 2,63 0,67-10,3 0,2
Q3: 855-930 13 (14%) 20 (22%) 3,72 0,85-16,2 0,081
Q4:931-2 043 60 (65%) 27 (29%) 11,1 2,97-41,3 <0,001
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Tabela S28. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zaleznosci od polimorfizmu genu NQOL1 i stezenia miedzi we krwi.

NQO1
rs1800566-GG

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=86 n=86
Q1: 589-768 7 (8,1%) 24 (28%) - - -
Q2: 768-854 14 (16%) 15 (17%) 2,92 0,88-9,64 0,079
Q3: 855-930 8 (9,3%) 21 (24%) 1,66 0,37-7,34 0,5
Q4:931-2 043 57 (66%) 26 (30%) 7,68 2,38-24,8 <0,001

Tabela S29. Liczba oséb (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu GPX1 i stezenia miedzi we krwi.

GPX1
rs1050450-CC

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=40 n=40
Q1: 589-768 4 (10%) 10 (25%) - - -
Q2: 768-854 9 (22%) 9 (22%) 1,93 0,41-9,19 0,4
Q3: 855-930 4 (10%) 12 (30%) 0,95 0,16-5,71 >0,9
Q4:931-2 043 23 (57%) 9 (22%) 5,24 1,14-24,0 0,033
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Tabela S30. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zaleznosci od polimorfizmu genu CRTC3 i stezenia miedzi we krwi.

CRTC3
rs12915189-GG

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=53 n=53
Q1: 589-768 8 (15%) 14 (26%) - - -
Q2: 768-854 6 (11%) 13 (25%) 0,80 0,23-2,84 0,7
Q3: 855-930 8 (15%) 12 (23%) 1,31 0,30-5,76 0,7
Q4:931-2 043 31 (58%) 14 (26%) 4,56 1,32-15,7 0,016

Tabela S31. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu ABCBL1 i stezenia miedzi we krwi.

ABCB1
rs2032582-CC

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=31 n=31
Q1: 589-768 3(9,7%) 8 (26%) - - -
Q2: 768-854 4 (13%) 8 (26%) 1,10 0,18-6,88 >0,9
Q3: 855-930 5 (16%) 6 (19%) 1,62 0,28-9,31 0,6
Q4:931-2 043 19 (61%) 9 (29%) 3,54 0,86-14,6 0,080
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Tabela S32. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zaleznosci od polimorfizmu genu GSTP1 i stezenia miedzi we krwi.

GSTP1
rsl695-AA
Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=28 n=28
Q1: 589-768 3 (11%) 6 (21%) - - -
Q2: 768-854 8 (29%) 6 (21%) 2,70 0,36-19,9 0,3
Q3: 855-930 4 (14%) 7 (25%) 1,43 0,18-11,1 0,7
Q4:931-2 043 13 (46%) 9 (32%) 2,43 0,44-13,3 0,3

Tabela S33. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu GPX1 i stezenia miedzi we krwi.

GPX1
rs105045-nonCC

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi

chorych  zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=51 n=51
Q1: 589-768 2(3,9%) 11 (22%) - - -
Q2: 768-854 6 (12%) 14 (27%) - - -
Q3: 855-930 8 (16%) 14 (27%) - - -
Q4:931-2 043 35 (69%) 12 (24%) - - -
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Tabela S34. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zaleznosci od polimorfizmu genu SOD?2 i stezenia miedzi we krwi.

SOD2
rs4880-GG
Liczba Liczba
Stezenie Cu we
chorych  zdrowych OR 959% CI p

krwi /L
(ng/L) n=14 n=14

Q1: 589-768 1(7,1%) 6 (43%) - - -
Q2: 768-854 2 (14%)  1(7,1%) - - -
Q3: 855-930 5(36%) 5 (36%) - - -

Q4:931-2043  6(43%) 2 (14%) - - -

Tabela S35. Liczba oso6b (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zaleznosci od polimorfizmu genu CAT i stezenia miedzi we krwi.

CAT
rs1001179—nonCC

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi

chorych  zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=32 n=32
Q1: 589-768 1 (3,1%) 10 (31%) - - -
Q2: 768-854 6 (19%) 7 (22%) - - -
Q3: 855-930 2 (6,2%) 7 (22%) - - -
Q4:931-2 043 23 (72%) 8 (25%) - - -
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Tabela S36. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zaleznosci od polimorfizmu genu XRCCL i stezenia miedzi we krwi.

XRCC1
rs1799782—nonCC

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=2 n=2

Q1: 589-768 0 (0%) 1 (50%) - - -
Q2: 768-854 0 (0%) 0 (0%) - - -
Q3: 855-930 1 (50%) 1 (50%) - - -
Q4:931-2 043 1 (50%) 0 (0%) - - -

Tabela S37. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu ERCC2 i stezenia miedzi we krwi.

ERCC2
rs13181-TT

Liczba Liczba
chorych  zdrowych OR 95% CI p
n=21 n=21

Stezenie Cu we

krwi (ng/L)

Q1: 589768 1(4,8%) 4 (19%) - - -
Q2: 768-854 3(14%) 5 (24%) - - -
Q3: 855-930 2(9,5%) 4 (19%) - - -

Q4:931-2043  15(71%) 8 (38%) - - -
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Tabela S38. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i os6b zdrowych

w zaleznosci od polimorfizmu genu NQOL1 i stezenia miedzi we krwi.

NQO1
rs1800566—-nonGG

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi

chorych  zdrowych OR 959% CI p
(ng/L)
n=23 n=23
Q1: 589-768 0 (0%) 5 (22%) - — -
Q2: 768-854 7 (30%) 9 (39%) - — -
Q3: 855-930 1 (4,3%) 5 (22%) — - -
Q4:931-2 043 15 (65%) 4 (17%) - — -

Tabela S39. Liczba oso6b (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu CRTC3 i stezZenia miedzi we krwi.

CRTC3
rs12915189—nonGG

Liczba Liczba
Stezenie Cu we krwi
chorych zdrowych OR 95% CI p
(ng/L)
n=36 n=36

Q1: 589-768 2 (5,6%) 6 (17%) - - -
Q2: 768-854 11 (31%) 13 (36%) - - -
Q3: 855-930 3(8,3%) 12 (33%) - - -
Q4:931-2 043 20 (56%) 5 (14%) - - -
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Tabela S40. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu MT1B i stezenia miedzi we krwi.

MT1B
rs7191779-GG

Liczba Liczba
Stezenie Cu we
chorych zdrowych OR 95% CI p
krwi (ng/L)
n=19 n=19
Q1:589-768 0 (0%) 5 (26%) - - -
Q2: 768-854 2 (11%) 3 (16%) - - -
Q3: 855-930 3 (16%) 6 (32%) - - -
Q4:931-2 043 14 (74%) 5 (26%) - - -

Tabela S41. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu NQO1.

NQOL1 rs1800566

Lacznie Liczba Liczba
Genotyp OR 95% CI p
chorych  zdrowych
GG 250 (67%) 119 (64%) 131(70%) - - -
nonGG 124 (33%) 68 (36%) 56 (30%) 1,36 0,87-2,14 0,2

Tabela S42. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu SOD2.

SOD2 rs4880

Lacznie Liczba Liczba
Genotyp OR 95% CI p
chorych  zdrowych
GG 111 (30%) 50 (27%) 61 (33%) - - -
nonGG 263 (70%) 137 (73%) 126 (67%) 1,31 0,85-2,02 0,2
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Tabela S43. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu GPX1.

GPX1 rs105045

Lacznie Liczba Liczba
Genotyp OR 959% CI p
chorych  zdrowych
CcC 176 (47%) 84 (45%) 92 (49%) - - -
nonCC 198 (53%) 103 (55%) 95 (51%) 1,18 0,79-1,77 0,4

Tabela S44. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu ERCC2.

ERCC2 rs13181

Lacznie Liczba Liczba
Genotyp OR 95% CI p
chorych  zdrowych
nonTT 258 (69%) 126 (67%) 132 (71%) - — —
TT 116 (31%) 61(33%) 55(29%) 1,18 0,74-1,86 0,5

Tabela S45. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu MT1B.

MT1B rs7191779

Lacznie Liczba Liczba
Genotyp OR 95% CI p
chorych  zdrowych
GG 115 (31%) 55(29%) 60 (32%) - - -
nonGG 259 (69%) 132 (71%) 127 (68%) 1,14 0,73-1,78 0,6
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Tabela S46. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zaleznosci od polimorfizmu genu CAT.

CAT rs1001179
Lacznie Liczba Liczba
Genotyp OR 959% CI p
chorych  zdrowych
CcC 232 (62%) 116 (62%) 116 (62%) - - -
nonCC 142 (38%) 71(38%) 71(38%) 1,00 0,64-1,56 >0,9

Tabela S47. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu CRTC3.

CRTC3 rs12915189

Lacznie Liczba Liczba
Genotyp OR 95% CI p
chorych  zdrowych
GG 204 (55%) 104 (56%) 100 (53%) - - -
nonGG 170 (45%) 83 (44%) 87 (47%) 0,92 0,62-1,37 0,7

Tabela S48. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu XRCCL1.

XRCC1 rs1799782

Lacznie Liczba Liczba
Genotyp OR 95% CI p
chorych  zdrowych
CcC 332 (89%) 167 (89%) 165 (88%) - - -
nonCC 42 (11%) 20 (11%) 22(12%) 0,90 0,48-1,70 0,7
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Tabela S49. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i oséb zdrowych

w zaleznosci od polimorfizmu genu GSTP1.

GSTP1 rs1695

Lacznie Liczba Liczba
Genotyp OR 959% CI p
chorych  zdrowych
AA 157 (42%) 82 (44%) 75 (40%) - - -
nonAA 217 (58%) 105 (56%) 112 (60%) 0,87 0,59-1,29 0,5

Tabela S50. Liczba osob (niezaleznie od plci) z rakiem jelita grubego i os6b zdrowych

w zalezno$ci od polimorfizmu genu ABCBL1.

ABCB1 rs2032582

Lacznie Liczba Liczba
Genotyp OR 95% CI p
chorych  zdrowych
CcC 136 (36%) 71 (38%) 65 (35%) — — —
nonCC 238 (64%) 116 (62%) 122 (65%) 0,85 0,54-1,34 0,5
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9. Streszczenie

Rak jelita grubego jest jednym z najczestszych nowotwordw wystepujacych
u megzezyzn i kobiet. Istnieje kilka sposobdéw wykrywania wczesnego raka jelita grubego,
w tym badanie w kale lub krwi odpowiednich markeréw (biatek; DNA; mRNA i diugich
niekodujagcych RNA; mikroRNA; metabolitow i mikrobiomu jelit, ptytek krwi),
a takze algorytmy wykorzystujace techniki uczenia maszynowego. Do inwazyjnych metod
wczesne] diagnostyki raka jelita grubego naleza: kolonoskopia, sigmoidoskopia
oraz kolonografia oparta na tomografii komputerowej. Istnieje potrzeba identyfikacji nowych
markeréw do potencjalnego wykorzystania we wczesnej diagnostyce raka jelita grubego.
W ciggu ostatnich dziesi¢cioleci jednym z badanych zagadnien jest wplyw pierwiastkow

oraz dziedziczonych zmian w obrgbie genéw na ryzyko i wystgpowanie raka.

W niniejszej pracy podjeto probe odpowiedzi nha pytanie, czy stezenie arsenu
i/lub miedzi we krwi osobno lub w potaczeniu z okreslonymi polimorfizmami genéw moze by¢

wykorzystywane jako marker wystgpowania raka jelita grubego?

Retrospektywne badania ,,case—control” przeprowadzono u 187 o0s6b obu plci
z rozpoznanym rakiem jelita grubego oraz rownolicznej grupie kontrolnej. Od wszystkich oso6b
wlaczonych do badan uzyskano pisemna, $wiadoma zgode na udzial w badaniach naukowych
oraz informacje na temat wieku, pici, statusu palenia tytoniu oraz rodzinnej historii zachorowania
na nowotwory ztosliwe, a od 0so6b chorych dodatkowo dane kliniczne odno$nie raka jelita
grubego. Od kazdego uczestnika badania pobrano krew obwodowa przed leczeniem do pomiaru
poziomu arsenu i miedzi metodg spektrometrii mas z plazmg sprz¢zong indukcyjnie (ICP—MS)
oraz probke krwi do analiz DNA. Genotypowanie dziesigciu wybranych SNP-ow
w obrgbie dziesigciu genow: rs13181 w ERCC2, rs1799782 w XRCC1, rs7191779 w MT1B,
rs1695 w GSTP1, rs2032582 w ABCB1, rs1800566 w NQO1, rs12915189 w CRTCS3,
rs1050450 w GPX1, rs4880 w SOD2 i rs1001179 w CAT przeprowadzono przy uzyciu wczesniej
zaprojektowanego testu genotypowania opartego o0 sondy TagMan. Oszacowano zwigzek
pomiedzy stezeniem arsenu, miedzi we krwi lub stezeniem arsenu, miedzi i okre§lonymi
genotypami a czgstoscia wystepowania raka jelita grubego. Uczestnicy badania zostali przypisani
do jednej z czterech, uszeregowanych rosnaco pod wzgledem ste¢zenia badanych pierwiastkow
¢wiartek. Analizg statystyczna wykonano przy wykorzystaniu modelu regresji logistycznej

opartego o srodowisko programistyczno—statystyczne ,,R”.
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W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze niskie stezenie arsenu we krwi
(0,27-0,67ug/L) wiagzato si¢ ze zwigkszong czgstoscia wystepowania raka jelita grubego
u kobiet (OR: 3,69; p=0,005). Ta asocjacja byta silniejsza u kobiet nalezacych do ¢wiartki
Z najnizszym stezeniem arsenu bedacych jednoczesnie nosicielkami okreslonych polimorfizméow
genow: CAT rs1001179-nonCC (OR: 19,4; p=0,001); ABCB1 rs2032582—-CC
(OR: 14,8; p=0,024); GPX1 rs1050450-CC (OR:11,6; p=0,002) i CRTC3 rs12915189-nonGG
(OR: 10,3; p=0,003).

W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano rowniez, ze wysokie stezenie
miedzi we krwi (931-2 043ug/L) zwiazane jest ze zwigkszong czesto$cig wystepowania raka
jelita grubego (OR: 12,7; 95% CI: 4,98-32,3; p<0,001). Obserwowana asocjacja byta silniejsza
u oséb nalezacych do ¢wiartki z najwyzszym stezeniem miedzi bedacych jednoczesnie
nosicielami polimorfizmow genéw: ABCB1 rs2032582-nonCC (OR: 33,7; 95% CI: 4,04-281,
p=0,001); MT1B rs7191779-nonGG (OR: 16,6; 95% CI: 3,32-83,4; p<0,001);
CAT rs1001179-CC (OR: 16,1; 95% CI: 3,68-70,7; p<0,001); SOD2 rs4880-—nonGG (OR: 15,9;
95% CI: 3,27-77,0; p<0,001); GSTP1 rs1695-nonAA (OR: 15,9; 95% CI: 1,54-164; p=0,02)
i XRCC1 rs1799782—-CC (OR: 15,6; 95% ClI: 5,00-48,5; p<0,001).

W wyniku przeprowadzonych prac sformutowano nastepujace wnioski:

1. Stezenie arsenu we krwi ponizej 0,67ug/L moze by¢ zwigzane ze wzrostem czestoscCi
wystepowania raka jelita grubego u kobiet.

2. Stezenie miedzi we krwi powyzej 900ug/L moze by¢ zwiazane ze wzrostem czgstosci
wystepowania raka jelita grubego niezaleznie od pici.

3. Oznaczenie stezen arsenu i miedzi we krwi moze stanowi¢ marker selekcji pacjentow
do dalszej diagnostyki raka jelita grubego.

4, Efekt selekcji kobiet do diagnostyki raka jelita grubego na podstawie oceny
stezenia arsenu we krwi moze by¢ zwigckszony w podgrupach nosicielek
polimorfizméw w  obrgbie takich genow jak:  CAT rs1001179-nonCC,
ABCB1 rs2032582-CC, GPX1 rs1050450-CC, CRTC3 rs12915189-nonGG.

5. Efekt selekcji osob (niezaleznie od pici) do diagnostyki raka jelita grubego
na podstawie oceny stezenia miedzi we krwi moze by¢ zwigckszony w podgrupach
nosicieli  polimorfizmow  takich genow jak: ABCB1l rs2032582—nonCC,
MT1B  rs7191779-nonGG, CAT rs1001179-CC, SOD2  rs4880-nonGG,
GSTP1 rs1695-nonAA, XRCC1 rs1799782—-CC.
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-Summary-

10.Summary

Colorectal cancer is one of the most common types of cancer in both men and women.
There are several approaches to detect early colorectal cancer including testing relevant
markers in stool or blood (proteins; DNA; mMRNA and long non-coding RNA; microRNA,;
metabolites, gut microbiome and platelets) as well as algorithms using machine learning
techniques. Invasive methods of early detection of colorectal cancer include: colonoscopy,
sigmoidoscopy and colonography based on computed tomography. There is a need
to identify new markers for early detection of colorectal cancer. The influence of elements
and inherited changes in genes on cancer risk and incidence has been one of the issues studied
in the last decades.

In this study we examined whether blood arsenic and/or copper levels combined

with specific polymorphisms can be used as a marker for colorectal cancer detection.

A retrospective case-control studies were performed among 187 colorectal cancer patients
and 187 matched controls. All participants provided written informed consent to be enrolled
into the following study. Information about: age, sex, smoking status and familial aggregation
of cancer was obtained from all participants. All diagnosed participants were asked about
additional clinical data related with colorectal cancer. From each study participant
pre-treatment peripheral blood was collected for arsenic and copper level measurements using
inductively coupled-plasma mass spectrometry (ICP-MS) and for genotyping.
Selected variants in ten genes were genotyped: rs13181 in ERCC2, rs1799782 in XRCC1,
rs7191779 in MT1B, rs1695 in GSTP1, rs2032582 in ABCB1, rs1800566 in NQOL,
rs12915189 in CRTC3, rs1050450 in GPX1, rs4880 in SOD2, and rs1001179 in CAT.
Analyses were performed using a pre-designed test based on TagMan probes. The association
of arsenic and copper levels or arsenic and copper levels and selected genotypes
with colorectal cancer occurrence has been estimated. All study individuals were assigned
to one of four subgroups (quartiles) according to increasing elements levels.
All statistical calculations were performed using R: A language and environment

for statistical computing.
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-Summary-

According to the study results — a low blood arsenic level (0.27-0.67ug/L)
was associated with an increased frequency of colorectal cancer among women
(OR: 3.69; p=0.005). This correlation was significantly greater among women carrying
functional ~ polymorphisms:  CAT  rs1001179-nonCC  (OR:  19.4; p=0.001);
ABCB1 rs2032582-CC (OR: 14.8; p=0.024); GPX1 rs1050450-CC (OR: 11.6; p=0.002)
and CRTC3 rs12915189-nonGG (OR: 10.3; p=0.003).

As a result of the research performed, it was also observed that high blood copper level
(931-2 043ug/L) is associated with an increased incidence of colorectal cancer
(OR: 12.7; 95% CI: 4.98-32.3; p<0.001). This correlation was significantly greater among
study participants carrying particular gene variants: ABCB1 rs2032582-nonCC (OR: 33.7;
95% CI: 4.04-281; p=0.001); MTI1B rs7191779-nonGG (OR: 16.6; 95% CI:
3.32-83.4; p<0.001); CAT rs1001179-CC (OR: 16.1; 95% CI: 3.68-70.7; p<0.001);
SOD2 rs4880-nonGG (OR: 15.9; 95% CI: 3.27-77.0; p<0.001); GSTP1 rs1695-nonAA
(OR: 15.9; 95% CI: 1.54-164; p=0.02) and XRCC1 rs1799782-CC (OR: 15.6; 95% CI:
5.00-48.5; p<0.001).

Based on above studies the conclusions were as follows:

Blood arsenic level below 0.67ug/L can be associated with increased colorectal cancer
occurrence among women.

Blood copper level above 900ug/L can be associated with increased colorectal cancer
occurrence regardless of sex.

Blood arsenic and copper level measurements can be valuable marker in order
to select patients for further colorectal cancer diagnostics.

Selection effect of women for colorectal cancer diagnosis  based
on blood arsenic level may be stronger in subgroups of individuals with particular
gene polymorphisms: CAT rs1001179-nonCC, ABCB1 rs2032582-CC,
GPX1 rs1050450CC, CRTC3 rs12915189-nonGG.

Selection effect regardless of sex for colorectal cancer diagnosis based on blood copper
level may be stronger in subgroups of individuals with particular gene polymorphisms:
ABCB1 rs2032582-nonCC, MT1B rs7191779-nonGG, CAT rs1001179-CC, SOD2
rs4880-nonGG, GSTP1 rs1695-nonAA, XRCC1 rs1799782—CC.
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Potwierdzam méj wktad pracy w przygotowanie nastepujacych publikacji naukowych:

,Low blood-As levels and selected genotypes appears to be promising biomarkers
for occurrence of colorectal cancer in women.” Biomedicines.2021; 9(9):1105.
doi: 10.3390/biomedicines9091105

M6j wklad pracy polegat na zaplanowaniu eksperymentu, prowadzeniu procesu badawczego,
opracowaniu bazy danych pacjentéw wiaczonych do badania, analizie zebranych danych,
przygotowaniu manuskryptu i wyniost 30%.

“Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer in Poland.” Biomedicines.
2021; 9(11):1628. doi: 10.3390/biomedicines9111628

Moj wklad pracy polegal na zaplanowaniu eksperymentu, prowadzeniu procesu badawczego,
opracowaniu bazy danych pacjentéw wiaczonych do badania, analizie zebranych danych,
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manuskryptu, nadzorowaniu prac, koordynowaniu dzialalnosci badawczej i wyniost 15%

“Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer in Poland.” Biomedicines.
2021; 9(11):1628. doi: 10.3390/biomedicines9111628

M¢j wkiad pracy polegal na zaplanowaniu eksperymentu, projektowaniu metodologii,
prowadzeniu procesu badawczego, zarzadzaniu danymi, przygotowaniu i korekcie
manuskryptu, nadzorowaniu prac, koordynowaniu dziatalnosci badawczej i wyniost 20%

Jednoczednie wyrazam zgode na przedlozenie w/w prac przez mgr Piotra Baszuka
jako rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
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Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ w/w prac wykazuje
indywidualny wkiad mgr Piotra Baszuka przy opracowaniu koncepcji, wykonywaniu czesci
eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow.
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»Low blood-As levels and selected genotypes appears to be promising biomarkers
for occurrence of colorectal cancer im women.” Biomedicines.2021; 9(9):1105.
doi: 10.3390/biomedicines9091105

M¢j wklad pracy polegal na zaplanowaniu eksperymentu, zarzadzaniu danymi,
przygotowaniu i korekcie manuskryptu, nadzorowaniu prac, koordynowaniu dziatalnosci
badawczej oraz , udostepnieniu infrastruktury oraz finansowaniu projektu i wyniost 10%.

“Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer in Poland.” Biomedicines.
2021; 9(11):1628. doi: 10.3390/biomedicines9111628

Moj wkiad pracy polegal na zaplanowaniu eksperymentu, zarzadzaniu danymi,
przygotowaniu i korekcie manuskryptu, nadzorowaniu prac, koordynowaniu dziatalnosci
badawczej oraz , udostepnieniu infrastruktury oraz finansowaniu projektu i wyniost 10%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie w/w prac przez mgr Piotra Baszuka

jako rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czg$¢ w/w prac wykazuje
indywidualny wkiad mgr Piotra Baszuka przy opracowaniu koncepcji, wykonywaniu czgsci
eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow.
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»Low blood-As levels and selected genotypes appears to be promising biomarkers
for occurrence of colorectal cancer in women.” Biomedicines.2021; 9(9):1105.
doi: 10.3390/biomedicines9091105

Moj wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentéw do badania i zarzadzaniu danymi
i wynidst 1%.

“Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer in Poland.” Biomedicines.
2021; 9(11):1628. doi: 10.3390/biomedicines9111628

Méj wkiad pracy polegal na rekrutacji pacjentoéw do badania i zarzgdzaniu danymi
1 wyniost 2%.

Jednocze$nie wyrazam zgode na przedlozenie w/w prac przez mgr Piotra Baszuka
jako rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cze$¢ w/w prac wykazuje
indywidualny wkiad mgr Piotra Baszuka przy opracowaniu koncepcji, wykonywaniu czgsci
eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow.
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Potwierdzam mdj wkiad pracy w przygotowanie nastepujacych publikacji naukowych:

»Low blood-As levels and selected genotypes appears to be promising biomarkers
for occurrence of colorectal cancer in women.” Biomedicines.2021; 9(9):1105.
doi: 10.3390/biomedicines9091105

Méj wkiad pracy polegal na rekrutacji pacjentow do badania i zarzadzaniu danymi
i wyniost 1%.

“Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer in Poland.” Biomedicines.
2021; 9(11):1628. doi: 10.3390/biomedicines9111628

Moj wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentow do badania i zarzadzaniu danymi
i wyniost 2%.

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na przedlozenie w/w prac przez mgr Piotra Baszuka
jako rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czg$¢ w/w prac wykazuje
indywidualny wkiad mgr Piotra Baszuka przy opracowaniu koncepcji, wykonywaniu czesei
eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow.
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»Low blood-As levels and selected genotypes appears to be promising biomarkers
for occurrence of colorectal cancer in women.” Biomedicines.2021; 9(9):1105.
doi: 10.3390/biomedicines9691105

Moj wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentow do badania i zarzadzaniu danymi
i wyni6st 1%.

“Blood copper levels and the occurrence of colorectal cancer in Poland.” Biomedicines.
2021; 9(11):1628. doi: 10.3390/biomedicines9111628

Mo6j wkiad pracy polegal na rekrutacji pacjentow do badania i zarzadzaniu danymi
1 wyniost 2%.

Jednoczeénie wyrazam zgode na przedlozenie w/w prac przez mgr Piotra Baszuka
jako rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czes¢ w/w prac wykazuje
indywidualny wklad mgr Piotra Baszuka przy opracowaniu koncepcji, wykonywaniu czesci
eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow.
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