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1. Wykaz stosowanych skrotéw

BER (ang. base excision repair) — naprawa przez wycinanie zasady

BMI (ang. Body Mass Index) — wskaznik masy ciata

BPM (ang. Bilateral Prophylactic Mastectomy)- obustronna profilaktyczna mastektomia
BRCAI (ang. BReast CAncer gene 1)

BSO (ang. Bilateral Salpingo-Oophorectomy)- obustronna salpingoowariektomia/
adneksektomia

CA125 (ang. Cancer Antigen 125) — antygen nowotworowy 125

ClI (ang. Confidence Interval) — przedziat ufno$ci

CIMBA (ang. Consortium of Investigators of Modifiers of BRCA1/2 ) — Konsorcjum Badaczy
Modyfikatorow BRCA1/2

CPM (ang. Contralateral Prophylactic Mastectomy) — profilaktyczna mastektomia
kontralateralna

CuzZnSOD-1 (ang. Copper/Zinc Superoxide Dismutase) — cynkowo-miedziowa dysmutaza
ponadtlenkowa

DSBs (ang. Double-Strand Breaks)- podwdjne ztamania DNA
EDTA (ang. EthyleneDiamineTetraacetic Acid) —kwas etylenodiaminotetraoctowy

EGF (ang. Epidermal Growth Factor) — nabtonkowy czynnik wzrostu
EMA (ang. European Medicines Agency) — Europejska Agencja Lekow

EPIC (ang. European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition) - Europejskie
prospektywne badanie nad rakiem i odzywianiem

EPT (ang. Estrogen-Progesteron Therapy) — terapia estrogenowo-progesteronowa
ET (ang. Estrogen Therapy) — terapia estrogenowa

FDA (ang. Food and Drug Administration) — Agencja Zywnosci i Lekow

FGF (ang. Fibroblast Growth Factor) — czynnik wzrostu fibroblastow

GLOBOCAN (ang. Global Cancer Incidence, Mortality and Prevalence) — Globalna Baza
Danych Zawierajacg Statystyki Dotyczace Raka
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HER2 (ang. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) — receptor ludzkiego
naskorkowego czynnika wzrostu 2

HR (ang. Hazard Ratio) — wspotczynnik ryzyka
HRR (ang. Homologous Recombination Repair) — homologiczna rekombinacja
HTZ — hormonalna terapia zastepcza

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

ICP-MS (ang. Inductively Coupled Plasma- Mass Spectrometry) — spektrometria mas ze
wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzgzonej

IF (ang. Impact Factor) — wspotczynnika cytowan czasopisma naukowego

IGF-1 (ang. Insulin-like Growth Factor 1) — insulinopodobny czynnik wzrostu

IVF (ang. In Vitro Fertilization) — zaptodnienie pozaustrojowe

LOH (ang. Loss Of Heterozygosity) - utrate heterozygotycznosci

MAPK (ang. Mitogen-Activated Protein Kinases) — kinazy aktywowane mitogenami

MMP (ang. Matrix MetalloProteinase) — metaloproteinaza macierzy

MNiSW — Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

MRI (ang. Magnetic Resonance Imaging) — obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego
NER (ang. Nucleotide Excision Repair) — naprawa przez wycinanie nukleotydu

NHEJ (ang. Non-Homologous End-Joining) — (Naprawa poprzez) scalanie
niechomologicznych koncow DNA

OR (ang. Odds Ratio) — iloraz szans
OS (ang. Overall Survival) — catkowite przezycie

p (ang. p-value) — prawdopodobienstwo testowe

PARP (ang. Poly ADP-Ribose Polymerase) — polimeraza poli-ADP rybozy

PCR (ang. pathological Complete Response) — catkowita odpowiedz patologiczna

PI3K (ang. Phosphoinositide 3-kinase) — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu



QMEQAS (ang. Quebec Multielement External Quality Assessment Scheme)

ROS (ang. Reactive Oxygen Species) — reaktywne formy tlenu

RR (ang. Relative Risk) — wzgledne ryzyko

SIR (ang. Standardized Incidence Ratio) - standaryzowany wspotczynnik zapadalno$ci
SOD (ang. Superoxide Dismutase) — dysmutaza ponadtlenkowa

TMAMH (ang. TetraMethyloAmmonium Hydroxide) — wodorotlenek tetrametyloamonowy
TNBC (ang. Triple Negative Breast Cancer) — rak piersi potrojnie ujemny

USG (ang. Ultrasonography) — ultrasonografia

VEGEF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor) — czynnik wzrostu $rodbtonka
naczyniowego

WHO (ang. World Health Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia
ZF (ang. Zinc-Finger) — palce cynkowe

ZFP (ang. Zinc Finger Protein) — biatko palca cynkowego



Nota informacyjna

Rozprawa doktorska pod tytutem ,,Stezenia cynku i miedzi oraz ich stosunek we krwi

jako markery ryzyka rozwoju nowotworow u nosicielek mutacji w genie BRCA1” obejmuje

cykl dwoch artykuldéw oryginalnych. Artykuty te zostaty opublikowane w miedzynarodowych

czasopismach naukowych notowanych na liscie Journal Citation (Thomson Reuters). Laczny

wspotczynnik cytowan czasopism (IF — ang. Impact Factor) dla tego cyklu prac wynosi 12,0

wedhug raportu Journal Citation Reports (Thomson Reuters) na rok 2024 oraz 200 punktow

Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego. Rozprawe doktorska stanowig publikacje:

Milena Matuszczak, Adam Kiljanczyk, Wojciech Marciniak, R6za Derkacz, Klaudia
Stempa, Piotr Baszuk, Marta Bryskiewicz, Ping Sun, Angela Cheriyan, Cezary
Cybulski, Tadeusz Debniak, Jacek Gronwald, Tomasz Huzarski, Marcin R. Lener, Anna
Jakubowska, Marek Szwiec, Matgorzata Stawicka-Nietacna, Dariusz Godlewski, Artur
Prusaczyk, Andrzej Jasiewicz, Tomasz Kluz, Joanna Tomiczek-Szwiec, Ewa Kilar-
Kobierzycka, Monika Siotek, Rafal Wisniowski, Renata Posmyk, Joanna Jarkiewicz-
Tretyn, Rodney J. Scott, Steven A. Narod, Jan Lubinski

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a
Marker of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.”, Antioxidants. 2024;
13(5):609. https://doi.org/10.3390/antiox13050609

IF: 6,0; Punkty MNiSW: 100
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Jan Lubinski

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper-Blood Zinc-to Copper-Ratio as a

Marker of Cancer Risk BRCA1l Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024;
13(7):1788. https://doi.org/10.3390/antiox13070841

IF: 6,0; Punkty MNiSW: 100
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nr 002/RID/2018/19. Dzigkujemy Peter Gilgan Foundation Tour de Bleu i Estée Lauder
Companies za hojne wsparcie tego projektu.



3. Wstep

3.1. Gen BRCAL w patogenezie raka piersi i jajnika
Gen BRCA1l (ang. BReast CAncer gene 1) (OMIM: 113705), zlokalizowany

na chromosomie 17q21, petlni funkcje genu supresorowego nowotworow [1]. Zawiera 22
eksony kodujgce biatko o dlugosci 1863 aminokwaséw, ktore posiada charakterystyczne
domeny: bogata w cysteing domene RING (ztozong z palca cynkowego, odpowiedzialng
za interakcje z biatkami BAP1 i BARDI) oraz dwie domeny BRCT na C-koncu (obecne
W procesach naprawy DNA, mogace aktywowac transkrypcje) [2]. BRCA1 odgrywa kluczowa
role w regulacji cyklu komoérkowego, transkrypcji gendw, apoptozie oraz naprawie
podwodjnych peknig¢ nici DNA (ang. Double-Strand Breaks; DSB) chronigc przed
niestabilno$cig genomowa [3]. Genom ludzki jest nieustannie narazony na rézne uszkodzenia,
zaro6wno endogenne, jak deaminacja cytozyny, replikacje DNA, mejoze czy reaktywne formy
tlenu, jak i egzogenne, takie jak promieniowanie UV oraz substancje chemiczne, ktdére moga
generowa¢ grozne DSB [4]. Brak naprawy tych uszkodzen prowadzi do apoptozy,
a nieprawidtowa naprawa — do mutacji i powaznych zmian chromosomowych, ktéore moga

przyczyniac si¢ do procesu karcynogenezy [5].

Komorki wykorzystuja dwa mechanizmy naprawy DSB: niehomologiczne laczenie
koncoéw (ang. Non-Homologous End Joining; NHEJ) oraz rekombinacj¢ homologiczna (ang.
Homologous Recombination Repair; HRR) [6]. NHEJ dziata niezaleznie od homologicznego
szablonu DNA, moze by¢ aktywne przez caty cykl komdrkowy i jest stosunkowo szybkie, ale
mniej precyzyjne, przez co jest bardziej podatne na mutacje (poniewaz czesto dochodzi do
niewielkich insercji lub delecji w miejscu peknigcia) [7]. Natomiast HRR, jest procesem
wysoce precyzyjnym, aktywowanym gtownie w fazach S i G2, gdy siostrzana chromatyna jest
dostgpna jako szablon. HRR jest zalezna od biatka RADS51, ktére odgrywa kluczowa role
w inicjacji naprawy — jednoniciowy fragment DNA taczy si¢ z siostrzang chromatyng,

umozliwiajac doktadng naprawe DSB [8].

BRCA1 odgrywa istotng role w HRR uczestniczac w resekcji koncow DNA oraz
rekrutacji biatek BRCA2 i PALB2, ktore wspomagaja wigzanie RADS51 do jednoniciowego
DNA [9]. Mutacje w BRCA1, zwlaszcza w domenach RING i BRCT, ktore sg krytyczne dla
HRR, znaczaco uposledzaja naprawe DSB i przyczyniajg si¢ do niestabilnosci genomu oraz

W nowotworach pacjentow z mutacjami w BRCA1 czesto obserwuje si¢ utratg



heterozygotycznosci (ang. Loss Of Heterozygosity; LOH) oraz inaktywacje¢ dzikiego typu genu
[11].

3.2. Mutacje zalozycielskie w populacji Polskiej

Szacuje si¢, ze w Polsce okoto 200 tysigcy osob jest nosicielami mutacji w genie
BRCAI, z czego ponad 10 tysigcy zostato zidentyfikowanych w klinikach wspotpracujacych
z naszym Osrodkiem (dane wtasne). Wedtug danych z bazy ClinVar (stan na pazdziernik 2024)
do tej pory zidentyfikowano 4086 patogennych oraz 211 prawdopodobnie patogennych
wariantow w genie BRCA1. Ze wzgledu na duzg homogenno$¢ etniczng naszej populacji oraz
rzadko$¢ wystgpowania mutacji de novo w genie BRCA1, kilka mutacji stanowi zdecydowana

wiekszos¢ wykrytych przypadkow.

W Polsce 91% wszystkich mutacji w genie BRCAL to trzy zmiany: 5382insC
(c.5266dupC), 300T>G (c.181T>G) oraz 4153delA (c.4035delA), stanowigce odpowiednio
51%, 20% 1 11% wszystkich wykrytych mutacji wérdd 66 rodzin z silng agregacja rakow piersi
I jajnika [12]. W Polsce dodatkowo zidentyfikowano inne czesto wystepujace warianty:
c.5251C>T (5370C>T), c.676delT, ¢.5030 5033del, c.68 69delAG (185delAG) oraz
€.3700_3704delGTAAA (3819del5) [13].

Badanie mutacji charakterystycznych dla populacji typu ,.founder” stanowi tanig
i szybkg metode identyfikacji nosicieli. W  okre§lonych przypadkach (zgodnie
Z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 21 lipca 2022 r. w sprawie S$wiadczen
gwarantowanych z zakresu ambulatoryjnej opieki specjalistycznej) istnieja wskazania do

poglebienia diagnostyki poprzez sekwencjonowanie catego genu.

3.3. Ryzyko zachorowania na raka piersi i jajnika u nosicielek mutacji genu BRCA1

Zmiany patogenne 1 prawdopodobnie patogenne w genie BRCA1 znacznie zwigkszaja
ryzyko raka piersi — do okoto 80% oraz ryzyko rozwoju raka jajnika — do okoto 40% [14, 15].
W przypadku zachorowania na nowotwor ztosliwy piersi, skumulowane ryzyko wystapienia
nowotworu w drugiej piersi w ciggu 20 lat wynosi 40% (95% CI, 35%-45%) [16]. Zgodnie
Z danymi uzyskanymi w naszym Osrodku, opartymi na analizie przypadkow raka piersi i jajnika
wsrdd nosicielek mutacji BRCA1 w polskiej populacji, skumulowane ryzyko zachorowania do
75. roku zycia wynosi okoto 66% dla raka piersi (Tabela 1 i Rycina 1) oraz 44% dla raka jajnika
(Tabela 2 i Rycina 2).
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Tabela 1. Ryzyko raka piersi u nosicielek mutacji BRCA1 w Polsce

Skumulowane ryzyko raka piersi
Wiek <30 40 50 60 70 75
Ryzyko skumulowane (%): 1,6 6,5 30 40,5 50,5 66
70
60
50
40
B BRCA1 (+)
30 H BRCA1 (-)
20
) I I I I
o I I ]
<30% 40% 50% 60% 70% 75%

Rycina 1. Skumulowane ryzyko zachorowania na raka piersi w zaleznosci od wieku-

poréwnanie ryzyka populacyjnego z ryzykiem dla nosicieli mutacji BRCA1 w Polsce

Tabela 2. Ryzyko raka jajnika u nosicielek mutacji BRCAL w Polsce

Skumulowane ryzyko raka jajnika
Wiek <30 40 50 60 70 75
Ryzyko skumulowane (%): 1 3,5 12 30 41 44
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Rycina 2. Skumulowane ryzyko zachorowania na raka jajnika w zaleznosci od wieku-

poréwnanie ryzyka populacyjnego z ryzykiem dla nosicieli mutacji BRCA1 w Polsce

Badanie [17] obejmujace nosicielki mutacji BRCA1 z 16 krajéow (w tym Polski)
wykazato, ze ryzyko zachorowania na raka piersi po 60. roku Zycia pozostaje wysokie,
co wskazuje na koniecznos¢ szczeg6lnego nadzoru oraz potencjalnych dziatan prewencyjnych.
W $rednim okresie obserwacji wynoszacym 7,9 roku odnotowano $rednig roczng zapadalnos¢
na raka piersi na poziomie 1,8%, co przektada si¢ na skumulowane ryzyko rozwoju

inwazyjnego raka piersi wynoszace 20,1% w przedziale wiekowym od 60 do 80 lat.

W innym badaniu opartym na wieloosrodkowej kohorcie (réwniez uwzglgdniajacym
pacjentki z Polski) [18] oszacowano skumulowane ryzyko rozwoju wszystkich nowotworéw
dla nosicielek mutacji BRCAL w wieku od 50 do 75 lat. W tej grupie ryzyko zachorowania na
jakikolwiek nowotwor w przedziale wiekowym 50-75 lat wynosito 49%. Wsrod kobiet, ktore
przed ukonczeniem 50. roku zycia zdecydowaly si¢ na profilaktyczng obustronng mastektomi¢
(ang. Bilateral Prophylactic Mastectomy; BPM) oraz obustronna salpingo-ooforektomia (ang.
Bilateral Salpingo-Oophorectomy, BSO), ryzyko rozwoju nowotworu w przedziale wiekowym

50-75 lat zmniejszyto si¢ do zaledwie 9%.
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3.4. Ryzyko zachorowania na inne nowotwory

W 2022 roku opublikowano badanie [19] dotyczace ryzyka nowotworowego
zwigzanego z mutacjami BRCA1. W ramach Konsorcjum Badaczy Modyfikatoréw BRCA1/2
(ang. Consortium of Investigators of Modifiers of BRCA1/2; CIMBA) przeprowadzono
retrospektywng analiz¢ kohortowa obejmujaca 14 979 os6b: 3 184 nosicieli mutacji BRCAL,
2 157 nosicieli mutacji BRCA2 oraz 9 296 oséb bez mutacji. Ponizej zestawiono istotne
statystycznie warto$ci wzglednego ryzyka (ang. Relative Risk; RR) dla nosicieli mutacji

BRCALI, dotyczace 22 typow pierwotnych nowotworow.

- Rak trzustki: RR = 2,36 (95% CI: 1,51-3,68),

- Rak zotadka: RR = 2,17 (95% CI: 1,25-3,77),

- Rak jelita grubego: RR = 1,48 (95% ClI: 1,01-2,16),

- Rak pecherzyka zotciowego: RR = 3,34 (95% CI: 1,34-8,28).

W innym badaniu, przeprowadzonym we wspoOlpracy z naszym Osrodkiem,
zaobserwowano niemal dwukrotnie zwigkszone ryzyko zachorowania na raka jelita grubego
u kobiet z mutacja genu BRCA1 ponizej 50. roku zycia SIR (ang. Standardized Incidence
Ratio) =0,6 (95% CI: 0,33-1,00), natomiast nie dotyczyto ono kobiet starszych [20]. W zwigzku

z tym w naszym Osrodku zalecamy kolonoskopi¢ pacjentkom w wieku 40-50 lat.

Chociaz w populacji japonskiej wykazano pigciokrotnie zwigkszone ryzyko nowotworu
zotadka u nosicieli mutacji BRCA1 [21], w populacji polskiej wczesniejsze badania nie sg
zgodne z tg korelacjg [22]. Obecnie przypuszczamy, ze ryzyko to moze by¢ okoto dwukrotnie

zwigkszone (dane wiasne).

Badanie [19] potwierdzito takze wczeéniejsze doniesienia o zwigzku mutacji BRCAI
z rakiem trzustki; standaryzowany stosunek zachorowalnosci SIR wynosit 2,55 (95% CI: 1,03—

5,31, P = 0,04) [23].

W  populacji polskiej nie wykazano =zaleznosci pomiedzy mutacja BRCAI

a nowotworami urotelialnymi (nerki oraz pgcherza) [24].

Z kolei wyniki badania [25] wskazuja, ze ryzyko zachorowania na raka skory innego
niz czerniak u kobiet z mutacjg BRCA1 jest porownywalne do ryzyka u kobiet bez tej mutacji.
Ryzyko czerniaka wydaje si¢ jednak nieznacznie podwyzszone (2,5% u nosicielek mutacji
w poréwnaniu do 1,5% w populacji ogdlnej). Wyniki te uzasadniaja zasadno$¢ regularnych
badan dermatologicznych u nosicielek mutacji BRCA1 oraz edukacji dotyczacej ochrony przed
promieniowaniem UV, stosowania kremow przeciwstonecznych i rozpoznawania wczesnych

objawdw czerniaka.
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Przeanalizowano takze ryzyko raka endometrium, lecz wynik ten (RR =0,97; p = 0,95)
okazal si¢ nieistotny statystycznie, co przeczylo wczesniejszym doniesieniom [26],
sugerujacym 2,5-krotnie zwigkszone ryzyko zachorowania w porownaniu do populacji ogdlne;.
Mozliwe, ze na odmienne wyniki wptywaja dodatkowe czynniki, takie jak stosowanie

Tamoksyfenu (szczegotowo omoéwione w dalszej czegsci tej pracy).

3.5. Rokowanie
3.5.1. Przezycie w raku piersi u kobiet z mutacja BRCA1

Wsrod kobiet z mutacjg genu BRCAL, ktore zachorowaly na raka piersi, 10-letnie
przezycie ogbdlne wynosi 78,3%, a przezycie specyficzne dla raka piersi osigga wartos$¢ 84,2%.
Pacjentki z matymi guzami o wielko$ci ponizej 2 cm, ktore nie maja przerzutéw do weztow
chtonnych, osiagaja bardzo wysokie 10-letnie przezycie na poziomie 93,3%. Obecnosé¢
przerzutow do weztdw chlonnych zwigksza ryzyko zgonu prawie 3,5-krotnie (wspotczynnik
ryzyka, ang. hazard ratio; HR = 3,41; 95% CI: 1,90-6,13; p < 0,0001). Wzrost ryzyka zgonu
ponad dwukrotnie (HR = 2,39; 95% CI: 1,25-4,59; p = 0,009) obserwuje si¢ roéwniez
w przypadku rozwoju raka w drugiej piersi. Przeprowadzenie BSO po zdiagnozowaniu raka
piersi znaczgco zmniejsza ryzyko zgonu z jakiejkolwiek przyczyny, redukujac je ponad

trzykrotnie (HR = 0,30; 95% CI: 0,12-0,75)[27].

W badaniu przeprowadzonym w naszym Osrodku, opublikowanym w Journal of
Clinical Oncology, stwierdzono, ze 10-letnie przezycie catkowite (ang. Overall Survival; OS)
u kobiet z wczesnym rakiem piersi i mutacjg BRCA1 wynosi 80,9% (95% CI: 75,4%-86,4%),
co jest porownywalne do 82,2% (95% CI: 80,5%-83,7%) dla pacjentek bez mutacji BRCAL.
Obecnos¢ przerzutow do weztdow chtonnych byla szczegodlnie niekorzystnym czynnikiem

prognostycznym, zwigkszajacym ryzyko $mierci (HR =4,1; 95% CI: 1,8-8,9)[27].

W przeciwienstwie do powyzszych wynikow, badanie przeprowadzone w Centrum
Onkologii w Gliwicach, opublikowane w 2018 roku, wskazuje na gorsze wyniki OS u nosicieli
mutacji BRCA1L. Analiza danych z lat 2007-2016 ujawnita, ze 10-letnie OS wynosito 65,9%
dla nosicieli mutacji BRCA1 w poréwnaniu do 81,1% dla pacjentow bez mutacji (p = 0,017).
Nosicielki mutacji miaty istotnie wyzsze ryzyko $miertelnosci (HR = 1,87; 95% CI: 1,08-3,25).
Zidentyfikowano réwniez inne czynniki prognostyczne, takie jak rozmiar guza (HR = 3,64),
przerzuty do weztéw chtonnych (HR = 2,45) oraz wyzszy stopien morfologicznej ztosliwosci
(HR = 2,84), ktore negatywnie wplywaly na przezycie. Pozytywny status receptorow
estrogenowych byt zwigzany z lepszym rokowaniem (HR = 0,49, p = 0,022) [28].
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Réznice w wynikach pomiedzy osrodkami mogg by¢ spowodowane mtodszym wiekiem
naszej kohorty ($rednio 41,9 lat) w porownaniu do badania z Gliwic (Srednio 43,5 lat), co jest
istotnym czynnikiem prognostycznym [28]. Warto roéwniez zauwazy¢, ze nasza kohorta byta
prawie czterokrotnie bardziej liczebna (60 nosicielek mutacji BRCA1 w poréwnaniu do 233

pacjentek).

Dodatkowo zauwazono, ze na OS pacjentek wplywajg: terapia oparta na Cisplatynie
oraz BSO. Po zakonczeniu chemioterapii z zastosowaniem Cisplatyny (75 mg/m? co trzy
tygodnie przez cztery cykle) oraz po wykonaniu mastektomii, stwierdzono caltkowita

odpowiedz patologiczng (ang. pathological Complete Response; pCR) u 61% pacjentek [29].

Wsrod kobiet, ktore otrzymaty Cisplatyng w porownaniu do pacjentek poddanych
innym terapiom, wykazano HR wynoszacy 0,42 (95% CI. 0,20-0,87) dla przezycia
specyficznego dla raka piersi, co wskazuje na znaczng poprawg przezywalnosci.
Dziesiecioletnie OS w grupie kobiet, ktore przeszty zaré6wno terapi¢ Cisplatyna, jak i BSO,
wynosito 94,4%, podczas gdy u kobiet bez Zadnej z tych interwencji osiagneto 65,4% (p <0,01)
[30].

3.5.2. Przezycie w raku jajnika u nosicielek mutacji BRCA1

Analiza przeprowadzona na kohorcie 1423 pacjentek z rakiem jajnika w Ontario, ktore
poddaly si¢ testom genetycznym, wykazata, ze ich 10-letnie przezycie wynosito 54,5%,
w porownaniu do 35,8% w catej populacji pacjentek z rakiem jajnika [31]. Nizsza $miertelno$¢
w grupie kobiet z mutacja BRCA1 moze by¢ zwigzana z lepsza odpowiedzig na standardowe
leczenie zwigzkami platyn, a takze wplywem roznych czynnikéw klinicznych, takich jak typ
histologiczny nowotworu, jego zaawansowanie oraz stopien morfologicznej ztosliwosci,

a takze potencjalnie wczesniejszej diagnostyki 1 lepszego dostepu do terapii.

Dla pacjentek z rakiem jajnika 10-letnie przezycie wynosi okoto 30%. W przypadku
raka ,,utajonego” (ang. occult), wykrytego podczas profilaktycznego BSO, 10-letnie OS
wzrasta do 74-80% [32]. W tym samym badaniu wskazano, ze rokowanie jest znacznie gorsze
u pacjentek z rakiem jajnika zdiagnozowanym podczas screeningdw USG, gdzie 10-letnie OS
wynosito zaledwie 31%. Sposrod 1196 kobiet poddawanych screeningowi USG, 27 kobiet
(2,3%) zmarto z powodu raka jajnika lub nowotworu otrzewnej. Wérod kobiet, ktore przeszty

profilaktyczne BSO, jedynie dwie (0,3%) zmarty z tego powodu.
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3.6. Epidemiologia
3.6.1. Rak piersi

W 2022 roku na $wiecie zdiagnozowano okoto 2,3 miliona nowych przypadkow raka
piersi oraz odnotowano okolo 650 tysiecy zgondéw z jego powodu, co stanowi odpowiednio
11,6% wszystkich nowotwordw oraz 5,9% zgondw wynikajacych z choréb onkologicznych
[33]. W Polsce ryzyko zachorowania na ten nowotwor u kobiet wynosi okoto 12-13% w ciagu
calego zycia, co oznacza, ze $rednio jedna na osiem kobiet jest zagrozona rozwojem tej
choroby. Rak piersi jest najczgsciej wystepujacym nowotworem ztosliwym u Polek,
stanowigcym okoto 20% wszystkich przypadkow nowotwordéw ziosliwych 1 13% zgonow

onkologicznych.

Z danych Krajowego Rejestru Nowotwordéw wynika, ze co roku w Polsce odnotowuje
si¢ od 18 000 do 19 000 nowych zachorowan na raka piersi oraz okoto 6 400 zgondw, z czego
ponad 90% dotyczy kobiet po czterdziestym roku zycia, a najwyzsza zapadalno$¢ obserwuje
si¢ u kobiet w przedziale wickowym 60-70 lat. W latach 2001-2021 w Polsce zdiagnozowano

raka piersi u 349 156 kobiet, a z powodu tej choroby zmarto 120 380 pacjentek [34].

Szacuje si¢, ze mutacja genu BRCA1 odpowiada za 3-4% przypadkow raka piersi [35],
przy czym w przypadku potrojnie ujemnego raka piersi (ang. Triple Negative Breast Cancer-

TNBC) wystepuje ona znacznie czgséciej, obejmujac 10-15% przypadkoéw [36].

3.6.2 Rak piersi u nosicielek BRCA1

W 2011 roku opublikowano badania [37], w ktorych oszacowano ryzyko zachorowania
na raka piersi do 70. roku zycia na 49% dla kobiet z Polski oraz 72% dla kobiet z Ameryki
Poétnocnej (Kanada/USA). Obecnie szacujemy, ze niestety ryzyko to jest wyzsze 1 wynosi

W Polsce okoto 60% (dane wtasne).

Zauwazalny jest gwaltowny wzrost ryzyka ws$rdod milodszych dorostych, ktory
stabilizuje si¢ w przedziale wickowym 31-40 lat [16]. W analizach [16] [38] oszacowano
ryzyko dla nosicielek mutacji BRCAL do 80. roku zycia w przedziale 40%-87%.

Obecnos¢ krewnych pierwszego stopnia, u ktérych zdiagnozowano raka piersi,
nieznacznie zwigksza ryzyko zachorowania do 80. roku zycia, wynoszace 63,3% [39].
W pordéwnaniu z populacjg ogdlna, ryzyko to jest niemal 24-krotnie podwyzszone u nosicielek
mutacji BRCAL (RR = 23,9; 95% CI: 18,9-29,8).

U kobiet z mutacjg BRCAI1 okoto 75% przypadkow raka piersi to nowotwor TNBC,

ktory jest agresywnym typem nowotworu, charakteryzujagcym si¢ brakiem receptoréw
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hormonalnych oraz brakiem nadekspresji lub amplifikacji HER2 (ang, Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2). Rodziny z silng agregacjg nowotworOw majg zwickszone
prawdopodobienstwo mutacji BRCA1 (HR dla >2 vs 0 dotknietych krewnych wynosi 1,99;
95% CI: 1,41-2,82; P < 0,001) [16]. Wiek zachorowania krewnej pierwszego stopnia nie

wplywa na roczne ryzyko zachorowania na raka piersi u nosicielek mutacji BRCA1 [40].

Nosicielki mutacji BRCA1 majg rowniez zwigkszone ryzyko wystapienia raka drugiej
piersi po wczesniejszym zachorowaniu na raka piersi, ktore wynosi 40% w ciagu 20 lat od
pierwszej diagnozy [16]. Wiek, w ktorym zdiagnozowano pierwszy nowotwor u pacjentek
z mutacjami BRCA1/2, jest orientacyjnym czynnikiem ryzyka obustronnego raka piersi.
Diagnoza przed 41. rokiem zycia wigze si¢ z ryzykiem na poziomie 23,9%, ktore zmniejsza si¢

do 12,6% u 0s6b w wieku 41-49 lat [41].

3.6.3. Rak jajnika
Okoto 300 000 nowych przypadkdéw raka jajnika odnotowano na catym §wiecie w 2022

roku, co stanowi 1,6% wszystkich zachorowan na nowotwory zlosliwe. Z tej liczby okoto 200
000 osob (okoto 2/3) umiera, co odpowiada 2,1% wszystkich zgondw spowodowanych

nowotworami ztosliwymi [34].

W Polsce rocznie diagnozuje si¢ okoto 3,5 tys. nowych przypadkoéw raka jajnika oraz
2,6 tys. zgonow z tego powodu. Ryzyko zachorowania w populacji wynosi okoto 1-2% [16].
Wraz z wiekiem znacznie wzrasta ryzyko zachorowania; ponad 80% chorych ma wigcej niz 45

lat, a najwyzsza czgsto$¢ wystepowania przypadkow wystepuje w 6. 1 7. dekadzie zycia.

W ciggu dwudziestu lat (2001-2021) w Polsce zdiagnozowano 74 750 nowych
przypadkoéw raka jajnika oraz 52 944 zgony, co stanowi odpowiednio 4,7% wszystkich
zachorowan i 6% zgonow na nowotwory [35]. Co dziesigta pacjentka z rakiem jajnika jest

nosicielkag mutacji w genie BRCA1 [36].

3.6.4. Rak jajnika u nosicielek BRCA1

Skumulowane ryzyko zachorowania na raka jajnika do 80. roku Zycia dla nosicielek
mutacji w genie BRCA1 wynosi od 39% do 44%. Przed ukonczeniem 40. roku zycia ryzyko to
jest stosunkowo niskie, jednak z wiekiem wyraznie wzrasta [16, 42]. W szczegdlnosci,
skumulowane ryzyko wystapienia raka jajnika u nosicielek mutacji BRCA1 w wieku 70 lat

szacuje si¢ na 36% do 53% [16].

Badania nie wykazaty istotnych réznic w ryzyku wystgpienia raka jajnika miedzy

nosicielkami mutacji BRCA1 z dodatnim wywiadem rodzinnym a tymi bez takiego wywiadu
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(HR, 1,37; 95% CI, 0,89-2,11). U kobiet z mutacjg BRCA1 czgsciej wystepuja gruczolakoraki

surowicze niz guzy $luzowe czy graniczne [42-44].

3.7. Badania kontrolne
3.7.1. USG piersi oraz mammografia

Czutos¢ badan USG piersi oraz mammografii w wykrywaniu wczesnych stadiow raka
piersi wynosi jedynie 37,5% [45]. W polskim systemie ochrony zdrowia, u kobiet noszacych

mutacje genu BRCA1, badania te sg przeprowadzane co szeS¢ miesigecy, haprzemiennie.

3.7.2. Rezonans magnetyczny piersi

Rezonans magnetyczny (ang. Magnetic Resonance Imaging; MRI) piersi stanowi
najbardziej efektywna metode wczesnego wykrywania raka, osiggajac czulo$¢ na poziomie
90% [45]. Z najnowszych badan z 2024 roku wynika, ze ryzyko $mierci z powodu raka piersi
wsrod kobiet objetych programem z uzyciem rezonansu magnetycznego wynosi 3,2%, podczas
gdy w grupie kontrolnej, nicobj¢tej nadzorem, to ryzyko wynosi 14,9% [46]. W Polsce kobiety
z mutacjami w genach BRCA1, BRCA2 oraz PALB2 maja mozliwo$¢ corocznego wykonania

tego badania na koszt systemu ochrony zdrowia.

3.7.3. USG dopochwowe oraz marker CA125

Badania prowadzone w naszym O$rodku wykazaty, ze czuto§¢ USG dopochwowego
W wykrywaniu wczesnego raka jajnika nie przekracza 10% (dane wlasne), a wskaznik
przezycia pacjentek z rakiem jajnika zdiagnozowanym za pomocg tego badania wynosi 31%

[33].
3.8. Leczenie

W terapii nowotworow zwigzanych z mutacjag BRCATI stosuje si¢ m.in. zwigzki platyny
takie jak Cisplatyna i Karboplatyna, ktore indukuja peknigcia dwuniciowego DNA.
W komorkach z prawidlowym mechanizmem HRR te uszkodzenia sg skutecznie naprawiane.
Jednak w komorkach z mutacja BRCAI1, z nieprawidlowym mechanizmem HRR, naprawa
peknig¢ jest niemozliwa, co prowadzi do $mierci komorek nowotworowych [47, 48].
Zastosowanie Cisplatyny w leczeniu raka piersi u pacjentek z mutacja BRCA1 wykazuje
wysokg skutecznosé¢, z pCR wynoszgcym 59-61% [29]. Badania wykazaty, ze pacjentki, ktore

osiggnety pCR po leczeniu, miaty dziesiecioletnig przezywalno$¢ na poziomie 97% [49].

Inhibitory polimerazy poli-ADP rybozy (ang. Poly ADP- Ribose Polymerase; PARP),
takie jak Olaparyb dziatajag w inny sposob, blokujac naprawe jednoniciowych peknig¢ DNA.

Ich dziatanie prowadzi do powstawania krytycznych dwuniciowych peknieé, ktore
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w komorkach z deficytem BRCA1 nie moga by¢ naprawiane. To zjawisko syntetycznej
letalnosci czyni inhibitory PARP szczegdlnie skutecznymi w leczeniu nowotworow u kobiet
z mutacja BRCA1 [50]. Badania kliniczne, takie jak OlympiAD i OlympiA, potwierdzaja
wyzszo$¢ inhibitorow PARP nad standardowa chemioterapig, co przyczynilo si¢ do ich
zatwierdzenia przez Agencje Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration; FDA)
i Europejska Agencje Lekow (ang. European Medicines Agency; EMA) jako skutecznej terapii
w rakach piersi i jajnika [51, 52]. Zarowno terapie oparte na zwigzkach platyny, jak

I inhibitory PARP oferuja ukierunkowane efektywne podejscie do leczenia [50, 53].

3.9. Czynniki wplywajace na ryzyko nowotworoéow u nosicielek mutacji BRCA1
3.9.1. Chirurgiczne zabiegi profilaktyczne

W polskim systemie opieki zdrowotnej zarowno profilaktyczna obustronna BPM jak
i BSO sa finansowane przez Ministerstwo Zdrowia dla nosicielek genu BRCAL. Mimo to,
odsetek pacjentek decydujacych si¢ na profilaktyczng mastektomi¢ pozostaje na stosunkowo
niskim poziomie, wynoszacym zaledwie 4,5%, co jest znaczaco nizsze w porownaniu do 49,9%

w Stanach Zjednoczonych [54].

Biorac pod uwage wysokie ryzyko zachorowania na nowotwor jajnika u os6b z mutacja
BRCAL, ktére moze wynosi¢ od 49% do 80% do 80. roku Zzycia, zaleca si¢ wykonanie BSO
w miodszym wieku. Optymalny czas na przeprowadzenie tego zabiegu to okres 35-40 lat, po
zakonczeniu planéw dotyczacych macierzynstwa [55]. Takie profilaktyczne operacje moga
obnizy¢ ryzyko wystapienia raka jajnika oraz jajowodow o 80-90% [56-58]. Dwadziescia lat
po wykonaniu BSO ryzyko zachorowania na nowotwor otrzewnej wynosi jedynie 2,7% [59].
Ponadto, BPM u pacjentek z wysokim ryzykiem rozwoju raka piersi zmniejsza
prawdopodobienstwo zachorowania do okoto 1% [60]. Przeprowadzenie zabiegu przed
ukonczeniem 25. roku zycia zwigksza szanse¢ na przezycie do 80. roku zycia o 9%, podczas gdy

przeprowadzenie operacji w wieku 50 lat podnosi ten wskaznik jedynie o 2,8% [61].

Badanie [62] analizujace skutecznos¢ profilaktycznych operacji chirurgicznych u kobiet
noszacych mutacje BRCA1 wykazalo, ze zarowno BSO, jak 1 BPM wigza si¢ z istotnym
zmniejszeniem ryzyka zachorowania na raka piersi (RR= 0,552 i 0,114, odpowiednio).
Dodatkowo, profilaktyczna mastektomia kontralateralna (ang. Contralateral Prophylactic
Mastectomy; CPM) znacznie redukuje ryzyko wystapienia raka piersi w drugiej piersi
u nosicielek mutacji BRCA1 (RR = 0,072). Co wiegcej, BSO jest zwigzana z nizsza ogolng
$miertelnoscig u nosicielek mutacji (HR= 0,349) oraz kobiet z rakiem piersi (HR= 0,432).

Wyniki z naszego osrodka potwierdzaja te zalezno$ci, wskazujac, ze BSO przyczynia si¢ do
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znaczgcego zmniejszenia ryzyka zgonu z jakiejkolwiek przyczyny u pacjentek, ktore spada
0 72% (HR=0,28). U kobiet z mutacja BRCA1 szacunkowa $miertelnos¢ z jakiejkolwiek
przyczyny do 75. roku zycia wynosi 25% dla tych, ktore przeszty BSO w wieku 35 lat,
w porownaniu do 62% dla kobiet, ktore nie poddaly si¢ temu zabiegowi [63]. Dodatkowo,
ogolna $miertelnos¢ byla znaczaco nizsza u pacjentek, ktore przeszty CPM w poroéwnaniu

Z tymi, ktore nie miaty tego zabiegu (HR = 0,512).

3.9.2. Hormonalna terapia zastepcza (HTZ)

Wieloletnia nieche¢ do stosowania hormonalnej terapii zastepczej (HTZ) przez kobiety
po menopauzie byta w duzej mierze zwigzana z wynikami badania WHI z 2002 roku, ktére
sugerowaty zwigkszone ryzyko raka piersi, udaru mozgu oraz chordb serca w wyniku
stosowania estrogenow w potaczeniu z progestagenem (ang. Estrogen-Progestogen Therapy,
EPT). Prewencyjne BSO pozostaje gtowna strategia w redukcji ryzyka zachorowania na raka
jajnika oraz $miertelnos$ci catkowitej w tej grupie, ale moze powodowac liczne skutki uboczne
zwigzane z przedwczesng menopauza [64]. Istnieja dane sugerujace, ze HTZ oparta na
estrogenach (ang. Estrogen Therapy, ET) ma dziatanie ochronne, ktore zmniejsza ryzyko raka
piersi. U kobiet po BSO, ktore stosuja ET, prawdopodobienstwo rozwoju raka piersi obniza si¢
o 18% z kazdym rokiem terapii. Natomiast w przypadku EPT zaobserwowano nieistotny

statystycznie wzrost ryzyka o 14% z kazdym rokiem stosowania (HR 1,14; 95% C10,90, 1,46).

Powyzsze wyniki dotycza grupy kobiet ponizej 45. roku zycia, jednak podobne
tendencje, chociaz mniej wyraZzne, byly rOwniez obserwowane w starszej grupie wiekowej.
Kazdy rok stosowania ET wigzat si¢ z 8% redukcja ryzyka raka piersi (HR 0,92), podczas gdy
w przypadku EPT zaobserwowano nieistotny wzrost ryzyka o 8% (HR 1,08). Nalezy jednak
zauwazy¢, ze u kobiet, ktore zachowaty jajniki 1 jajowody, podaz egzogenna hormondéw moze

zwigkszaé ryzyko raka piersi [65].

3.9.3. Leczenie niepltodnosci

Leczenie nieptodnos$ci, obejmujace stosowanie farmaceutykow wspomagajacych
ptodnos¢ oraz procedure in vitro (ang. In Vitro Fertilisation; IVF), nie wigze si¢ z istotnym
zwiekszeniem ryzyka rozwoju raka jajnika. W badanej grupie kobiet 3% stosowalo leki
wspomagajace ptodnos¢ a 0,6% przeszto przez procedurg IVF. Wyniki tego badania sugeruja,
ze ani stosowanie lekoéw wspomagajacych ptodnos¢ ani procedura IVF nie stanowig czynnika
ryzyka dla rozwoju raka jajnika u kobiet z mutacjami genu BRCAL1 - iloraz szans (OR (ang.
Odds Ratio) = 0,66; 95% CI: 0,18-2,33). Z uwagi na wysokg zapadalno$¢ na raka jajnika w tej

populacji, zaleca si¢ przeprowadzenie profilaktycznego BSO u nosicielek mutacji
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BRCA1 w wieku 35 lat. Sugeruje to, ze leczenie nieptodno$ci przed wykonaniem zabiegu
profilaktycznego jest bezpieczne i nie powinno by¢ traktowane jako przeciwwskazanie do

stosowania takich terapii w tej grupie pacjentek [66].

3.9.4. Doustna antykoncepcja hormonalna

W badaniu typu ,,case-control ”, ktére obejmowato 2492 kobiety z mutacja BRCAI,
stwierdzono, ze stosowanie doustnych $rodkow antykoncepcyjnych moze by¢ zwigzane
Z podwyzszonym ryzykiem wczesnego wystgpienia raka piersi, zwlaszcza jesli ich
przyjmowanie rozpoczeto przed 25. rokiem zycia [67]. W szczegolnosci u kobiet, ktore zaczety
stosowa¢ antykoncepcje przed 20. rokiem zycia, ryzyko wzrastato o 45% (OR = 1,45; 95% CI:
1,20-1,75; p = 0,0001), natomiast u kobiet, ktore rozpoczely stosowanie miedzy 20. a 25.
rokiem zycia, ryzyko wzrastalo o niemal 20% (OR = 1,19; 95% CI: 0,99-1,42; p = 0,06).
Dodatkowo, ryzyko wystapienia wczesnego raka piersi (przed 40. rokiem zycia) rosto o 11%
z kazdym rokiem stosowania pigutek, zaczynajacym si¢ przed 20. rokiem zycia (OR = 1,11;
95% CI: 1,03-1,20; p = 0,008). U kobiet, u ktérych zdiagnozowano raka piersi po 40. roku
zycia, nie odnotowano zwigkszonego ryzyka (OR = 0,97; 95% CI: 0,79-1,20; p = 0,81). Zaleca
si¢ ostrozno$¢ przy rekomendowaniu doustnej antykoncepcji kobietom z mutacja BRCAL1
przed 25. rokiem zycia, z uwzglgdnieniem faktu, ze stosowanie doustnej antykoncepcji
hormonalnej po mastektomii moze by¢ rozwazane ze wzgledu na potencjalne korzysSci

w zakresie zmniejszenia ryzyka raka jajnika.

Badania wykazaly, Ze nosicielki mutacji BRCAI1, ktére kiedykolwiek stosowaty
doustne $rodki antykoncepcyjne, maja zmniejszone ryzyko wystgpienia raka jajnika o 40%.
Przyjmowanie doustnych srodkow antykoncepcyjnych przez pie¢ lub wigcej lat moze wigzad
si¢ z obnizeniem ryzyka raka jajnika o 50% u nosicielek BRCA1 (OR = 0,50; 95% CI: 0,40—
0,63) [68-70]. Wyniki innego badania sugeruja, ze stosowanie jakiejkolwiek metody
antykoncepcji jest zwigzane z istotnym zmniejszeniem ryzyka zachorowania na raka jajnika,
gtownie dzigki zastosowaniu (ang. Intrauterine Device: 1UD) oraz doustnych s$rodkéw
antykoncepcyjnych [71]. Chociaz analiza wykazala réwniez ochronny efekt IUD oraz
zastrzykow antykoncepcyjnych, wyniki te opieraly si¢ na matej liczbie przypadkow i wymagaja
dalszych badan. Uzycie wkladek wewnatrzmacicznych IUD, szczegodlnie hormonalnych,
rowniez wigzato si¢ z potencjalnym zmniejszeniem ryzyka, chociaz ten wynik nie osiggnat

istotnosci statystyczne;.
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3.9.5 Chemoprewencja Tamoksyfenem

Stosowanie Tamoksyfenu u kobiet, ktore wezeéniej przeszty raka piersi, zmniejszato
ryzyko zachorowania na nowotwor drugiej piersi o 53-62%. Jednak u pacjentek po
profilaktycznym BSO nie odnotowano podobnych korzysci z jego stosowania [72, 73]. WyniKi
badan przeprowadzonych w naszym Os$rodku wskazuja na korzy$ci plynace
z krotkoterminowej terapii Tamoksyfenem w redukcji ryzyka rozwoju raka drugiej piersi.
Analiza OR dla wystgpienia raka piersi po zastosowaniu Tamoksyfenu przez rézne okresy
czasu przyniosta nastepujagce wyniki: w grupie kobiet przyjmujacych Tamoksyfen przez
maksymalnie 1 rok OR wyniést 0,37 (95% CI 0,20-0,67; p = 0,001), a u kobiet stosujacych ten
lek od 1 do 4 lat OR osiggnat warto$¢ 0,53 (95% CI 0,32-0,87; p = 0,01). W grupie kobiet,
ktore stosowaty Tamoksyfen przez 4 lub wigcej lat, OR= 0,83 (95% CI 0,44-1,55; p = 0,55)
[73]. Z najnowszych badan z 2023 roku wynika, ze nie stwierdzono zwigzku migdzy
stosowaniem Tamoksyfenu a obnizeniem ryzyka pierwotnego raka piersi (brak istotno$ci
statystycznej); warto jednak zauwazy¢, ze liczba pacjentek przyjmujacych Tamoksyfen w tym
badaniu byta stosunkowo mata [74]. Nalezy rowniez pamigtac, ze stosowanie Tamoksyfenu
zwigksza ryzyko rozwoju raka endometrium (HR = 2,24; 95% CI 1,10-4,55), co wskazuje na
konieczno$¢ indywidualnego podejscia do terapii [75, 76].

3.9.6. Wiek pierwszej miesigczki

U kobiet z mutacja genu BRCA1 wystgpienie menarche w pdzniejszym wieku jest
korzystnie skorelowane z obnizeniem ryzyka raka piersi. Menarche, ktora wystepuje po 15.
roku zycia, redukuje prawdopodobienstwo zachorowania na ten nowotwor o 54%
W poroéwnaniu z kobietami, u ktérych miesigczka rozpoczeta si¢ przed ukonczeniem 11 lat.
Dodatkowo kazde op6znienie menarche po 11. roku zycia zmniejsza ryzyko raka piersi o 9%
[77]. Na podstawie publikacji oceniajacych wptyw liczby cykli owulacyjnych na ryzyko raka
jajnika mozna przypuszczaé, ze opOznienie pierwszej miesigczki rOwniez przyczynia si¢ do
obnizenia tego ryzyka. Kobiety z najnizsza liczba cykli owulacyjnych miaty o 45% nizsze
ryzyko zachorowania na raka jajnika w poroéwnaniu do kobiet z najwyzszg liczba cykli (OR =
0,55; 95% CI: 0,41-0,75; p = 0,0001)

3.9.7. Pézniejszy wiek menopauzy

Pozniejszy wiek menopauzy jest zwigzany z wigksza liczba cykli owulacyjnych, co
prowadzi do wyzszego ryzyka wystgpienia raka jajnika u kobiet z mutacjag BRCA1 (OR = 1,18;
95% ClI 1,03-1,35; p = 0,02) [68].
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3.9.8. Karmienie piersia

Karmienie piersig przez co najmniej rok znaczaco obniza ryzyko wystapienia raka
piersi, redukujac je o 32-45%. W przypadku, gdy okres karmienia wynosi dwa lata lub dtuzej,
ryzyko to spada az o 49%, a przy karmieniu trwajacym ponad trzy lata, redukcja osigga 55%
[78, 79]. Badania wskazuja, ze u kobiet z mutacjg genu BRCA1, karmienie piersig ma istotny
wplyw na zmniejszenie ryzyka rozwoju raka jajnika. Historia karmienia piersig jest zwigzana
Z 23% redukcja tego ryzyka (OR = 0.77; 95% CI 0.66-0.90; P = 0.001). Co wigcej, karmienie
piersig przez co najmniej siedem miesiecy obniza ryzyko zachorowania na raka jajnika o 38%
[68]. W przypadku karmienia piersig przez ponad dwanascie miesi¢cy, ryzyko wystgpienia raka

jajnika moze zosta¢ zmniejszone nawet o 50% [68].

3.9.9. Liczba ciaz

Badania pokazuja, ze kobiety z mutacja BRCA1, ktore miaty przynajmniej jedng cigzg
zakonczong porodem, wykazuja o 26-49% nizsze ryzyko wystgpienia raka piersi oraz o 59%
nizsze ryzyko raka jajnika [80-83]. Co wigcej, kazda kolejna cigza prowadzi do dalszego
obnizenia ryzyka raka piersi o 12-14% [81, 84] oraz raka jajnika o 12-25% [68]. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze kobiety, ktore miaty przynajmniej trzy cigze, ktére nie zakonczyly si¢ porodem,
narazone s3 na wyzsze ryzyko wystgpienia raka piersi (HR=2,45; 95% CI=1,19-5,04).
W przypadku cigz zakonczonych aborcja ryzyko to wzrasta jeszcze bardziej (przy trzech lub
wiecej aborcjach; HR=3,31; 95% CI=1,13-9,71) [80]. Wyniki badan sugeruja, ze wiek
W momencie pierwszego porodu nie ma istotnego wptywu na ryzyko wystgpienia raka piersi

wérod kobiet z mutacja BRCA1 [30].

3.9.10. Przewlekle infekcje i zapalenia

Mutacje w szlaku naprawy DNA, ktore sg uzaleznione od gendow BRCA1, zwigkszaja
ryzyko wystapienia nowotworéw w kontekscie przewleklych infekcji oraz stanéw zapalnych.
Kontrola przewlektych infekcji 1 stanow zapalnych moze okaza¢ si¢ pomocnym podej§ciem

W zapobieganiu lub op6znianiu wystgpienia nowotwordéw u nosicieli tych mutacji [85].

3.9.11. Palenie tytoniu

W  prospektywnym badaniu badajagcym zwigzek palenia tytoniu z ryzykiem
nowotworow u nosicielek mutacji BRCA1 wykazano, ze palenie wigze si¢ z umiarkowanym
wzrostem ryzyka zachorowania na nowotwory, w tym raka piersi i jajnika. W pordwnaniu
z osobami, ktore nigdy nie palily, kobiety kiedykolwiek palace miaty o 17% wyzsze ryzyko
rozwoju nowotworéw (HR = 1,17; 95% CI: 1,01-1,37). Kobiety palagce w trakcie prowadzenia

badan miaty o 31% zwigkszone ryzyko zachorowania na raka w poréwnaniu z osobami nigdy
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niepalgcymi (HR =1,31; 95% CI 1,07-1,59; p trend = 0,01). Nosicielki BRCA1, ktore wypalaty

najwigksza liczbe paczkolat (4,3-9,8 paczkolat), miaty podwyzszone ryzyko zachorowania na:

o jakikolwiek nowotwor o 27% (HR = 1,27; 95% CI: 1,04-1,56),
» raka piersi 0 33% (HR = 1,33; 95% ClI: 1,02-1,75),
o raka jajnika o az 68% (HR = 1,68; 95% CI: 1,06-2,67).

3.9.12. Picie kawy i spozywanie alkoholu

Nie zaobserwowano istotnych zwigzkoéw miedzy spozyciem alkoholu, kawy a ryzykiem
wystapienia raka piersi i jajnika u nosicielek mutacji BRCA1 [86-89]. Jedynym wyjatkiem jest
jedno badanie, ktore wskazalo, ze spozywanie co najmniej szesciu filizanek kawy dziennie jest
zwigzane z obnizeniem ryzyka raka piersi u kobiet z mutacja BRCA1 (OR=0,25; 95% CI: 0,09-
0,71; p=0,009) [90, 91].

3.9.13. BMI

Analiza badan przeprowadzonych na migdzynarodowej grupie 8091 nosicielek
wariantow BRCA1 wykazata, ze wyzsze wskazniki masy ciata (ang. Body Mass Index; BMI)
oraz przyrost masy ciata w dorostym zyciu sg zwigzane z wigkszym ryzykiem zachorowania
na raka piersi u nosicielek wariantow patogennych tego genu [92]. W badaniu prospektywnym,
oceniajacym zwigzek migdzy przyrostem masy ciata a ryzykiem raka jajnika u nosicielek
mutacji BRCA1, stwierdzono, ze znaczny przyrost masy ciata od 18. roku zycia zwigksza
ryzyko zachorowania na ten nowotwor. Nosicielki BRCA1, ktore przybraty na wadze wigce]
niz 20 kg, miaty dwukrotnie wyzsze ryzyko zachorowania na raka jajnika w poréwnaniu do
kobiet utrzymujgcych stabilng mas¢ ciata (HR = 2,00; 95% CI. 1,13-3,54; p = 0,02).
W przypadku kobiet po menopauzie nie stwierdzono takiego zwiazku [93].

3.9.14. Dieta oraz stezenia pierwiastkow

Wplyw diety na ryzyko wystapienia raka piersi i jajnika u os6b z mutacjami w genie
BRCAL1 pozostaje nadal niejasny. Badania prowadzone wsrod nosicielek mutacji BRCA1
sugeruja, ze zréoznicowana dieta, bogata w owoce 1 warzywa, moze wigzac si¢ z obnizonym
ryzykiem rozwoju raka piersi [94]. Z kolei badania przeprowadzone w Korei nie wykazaty
istotnej zaleznosci pomigedzy spozyciem migsa, warzyw, owocoOw oraz produktow sojowych
aryzykiem rozwoju raka piersi [95]. W pracy naszego Osrodka, bazujacej na danych
pochodzacych z populacji polskiej [96], przeprowadzonej wsrod 19,573 kobiet, stwierdzono,
ze stezenia selenu ponizej 70 pg/L koreluje z ponad dwukrotnym wzrostem ryzyka
zachorowania na raka (OR = 2,29; 95% CI: 1,26—4,19; p = 0,007). Ponadto istniejg doniesienia
sugerujace, ze dieta Sroddziemnomorska, charakteryzujaca si¢ ograniczonym spozyciem biatka,
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moze by¢ zwigzana z mniejszym ryzykiem wystgpienia zespotu metabolicznego oraz
potencjalnym zmniejszeniem penetracji genu BRCA1L [97]. Prace naszego Osrodka wykazaty
korelacje pomiedzy st¢zeniami pierwiastkow a ryzykiem nowotworowym. Kobiety z mutacja
BRCAI1 ze stezeniem arsenu we krwi powyzej mediany (0,85 png/L) miaty 2-krotnie zwigkszone
ryzyko zachorowania na raka piersi [98]. ZmierzyliSmy stezenia jodu we Krwi
I zaobserwowalismy dwukrotne zmniejszenie ryzyka raka piersi, przy wysokich stezeniach
jodu (38,0 ug /1) (HR = 0,49; 95% CI: 0,27-0,87; p = 0,01). Jednocze$nie wysokie wartosci
jodu wigzaly si¢ z nieistotnym statystycznie wzrostem ryzyka raka jajnika (HR = 1,91; 95%CI:
0,64-5,67; p = 0,25) [99]. PodwyZszone stezenia otowiu (HR = 2,10; 95% CI: 0,73-6,01; p =
0,17) i molibdenu (HR = 5.55; 95%CI: 1.59-19.4; p = 0.007) we krwi wigzaly si¢ ze
zwigkszonym ryzykiem raka jajnika [100, 101]. W swietle powyzszych wynikow zostali§my
zacheceni do przebadania dalszych pierwiastkow takich jak cynk (and. Zinc- Zn) i miedz (lac.
Cuprum-Cu), zwigzanych z ochrong organizmu przed stresem oksydacyjnym oraz z regulacja

procesow metabolicznych istotnych dla rozwoju nowotwordw.

25



4. Cel pracy

Cynk wykazuje wlasciwos$ci antyoksydacyjne, chronigec komorki przed stresem oksydacyjnym,
a jego obecnosc¢ jest kluczowa w procesach takich jak naprawa DNA, ekspresja gendow oraz
apoptoza [102]. MiedZ natomiast jest niezbedna dla metabolizmu komérkowego, bierze udziat
w reakcjach antyoksydacyjnych oraz prawidlowym dzialaniu tancucha oddechowego
w mitochondriach [103, 104]. Istnieja dowody wskazujace na istnienie interakcji i rownowagi
redoks pomigdzy cynkiem a miedzig, co odzwierciedla si¢ w ich stosunku, utrzymanie tej
rOwnowagi moze miec istotne znaczenie w ograniczeniu ryzyka nowotworzenia. Zgodnie
Z naszg najlepszg wiedza, nie ma prospektywnych badan analizujacych stezenie Zn, Cu oraz
ich stosunek Zn/Cu u nosicielek BRCA1 zwigzek z ryzykiem zachorowania na raka.
Weczesniejsze wyniki, w ktorych widoczna byta tendencja- zwickszonego ryzyka rakow przy
miedzi >863,33 pg/dl i/ lub cynku <5797 pg/dl oraz dostepne publikacje dotyczace roli Zn/Cu
w nowotworzeniu sktonity nas, aby przeprowadzi¢ prospektywne badanie wsrod nosicielek
mutacji BRCAL w celu ustalenia czy stezenia Zn, Cu oraz ich stosunek Zn/Cu moze by¢

uzytecznym biomarkerem nowotworéw w tej populacji.
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5. Materialy i metody

Publikacja nr 1:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels
as a Marker of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers” Milena
Matuszczak, Adam Kiljanczyk, Wojciech Marciniak, R6za Derkacz, Klaudia
Stempa, Piotr Baszuk, Marta Bryskiewicz, Ping Sun, Angela Cheriyan,
Cezary Cybulski, Tadeusz De¢bniak, Jacek Gronwald, Tomasz Huzarski,
Marcin R. Lener, Anna Jakubowska, Marek Szwiec, Malgorzata Stawicka-
Nielacna, Dariusz Godlewski, Artur Prusaczyk, Andrzej Jasiewicz, Tomasz
Kluz, Joanna Tomiczek-Szwiec, Ewa Kilar-Kobierzycka, Monika Siolek,
Rafal Wisniowski, Renata Posmyk, Joanna Jarkiewicz-Tretyn, Rodney J.
Scott, Steven A. Narod, Jan Lubinski, Antioxidants. 2024; 13(5):6009.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609

Publikacja nr 2:

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio
as a Marker of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers” Milena Matuszczak,
Adam Kiljanczyk, Wojciech Marciniak, R6za Derkacz, Klaudia Stempa,
Piotr Baszuk, Marta Bryskiewicz, Cezary Cybulski, Tadeusz D¢bniak, Jacek
Gronwald, Tomasz Huzarski, Marcin R. Lener, Anna Jakubowska, Marek
Szwiec, Malgorzata Stawicka-Nielacna, Dariusz Godlewski, Artur
Prusaczyk, Andrzej Jasiewicz, Tomasz Kluz, Joanna Tomiczek-Szwiec, Ewa
Kilar- Kobierzycka, Monika Siolek, Rafal Wisniowski, Renata Posmyk,
Joanna Jarkiewicz-Tretyn, Rodney J. Scott, Jan Lubinski, Antioxidants.
2024; 13(7):841. https://doi.org/10.3390/antiox13070841

5.1. Grupa badana

Obie publikacje oparto na identycznym materiale badawczym. Grupe uczestniczek
stanowito 1119 dorostych kobiet z mutacjg genu BRCAT1, ktore w latach 2011-2017 byty objete
genetycznym poradnictwem 1 diagnostykg w Uniwersyteckim Szpitalu Klinicznym

W Szczecinie (nr 11 2) 1 innych wspotpracujacych placowkach medycznych.

Do badania zakwalifikowano osoby z patogennymi wariantami BRCAL. Na pierwszej
wizycie kazda uczestniczka wypelniata kwestionariusz, ktory zawieral informacje o przebytych
zabiegach profilaktycznych BSO, PBM, masie ciata, wzro$cie, wieku wystgpienia nowotworu,

paleniu papierosow, spozywaniu alkoholu, historii cukrzycy oraz stosowaniu antykoncepcji
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i HTZ. Dane byly uaktualniane co dwa lata za pomoca kolejnych kwestionariuszy. Przy
rekrutacji, a nastepnie co pot roku, pacjentki przechodzity kontrolne badania takie jak MRI,
USG piersi, mammografia, USG przezpochwowe oraz badanie poziomu markera CA125 we

krwi.

Podczas pierwszej wizyty pobierano od kazdej uczestniczki 10 ml krwi obwodowej na
czczo poprzez naktucie zyly przy uzyciu systemu Vacutainer® (produkt nr 368381, Becton
Dickinson, Plymouth, DEV, UK) do probowki zawierajacej EDTA. Prébki pobierano migdzy
8:00 a 14:00, po czym byty one rozdzielane do fiolek i mrozone w -80°C do dalszych analiz
genetycznych pod katem mutacji BRCAI1, a nastepnie takze do oznaczenia stezenia cynku
i miedzi.

Wszystkie wlaczone do badania pacjentki byly wyjsciowo zdrowe co oznacza, ze nie
chorowaty na nowotwor, 130 z nich zostato wykluczonych z dalszej analizy z powodu braku
kolejnych wizyt (88,38% pacjentek odbyto co najmniej jedng kontrolng wizyte w ciggu dwoch
lat). Pacjentki byly monitorowane od momentu pobrania probki krwi przez $rednio 7,52 roku,
w tym czasie zdiagnozowano 174 nowe przypadki nowotwordéw (w tym 122 przypadki raka
piersi, 29 raka jajnika i 23 inne nowotwory). W zwiazku z brakiem kompletnych danych 32
pacjentki wykluczono z analiz prospektywnych. Profilaktyczne BSO zostalo wykonane u 573
kobiet ze $rednig wieku wynoszaca 45,2 lat, z czego 204 zabiegi odbyty przed rozpoczeciem
naszego badania, a 369 — po. Szczegdétowa charakterystyka grupy badawczej znajduje si¢

w tabeli 3.

Badanie bylo realizowane zgodnie z wytycznymi Deklaracji Helsinskiej 1 za zgoda
Komisji Etycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie (nr KB-0012/73/10
z dnia 21 czerwca 2010 roku). Wszystkie uczestniczki wyrazity swiadomag pisemna zgode na
udzial w badaniu prowadzonym przez Zaklad Genetyki 1 Patomorfologii Pomorskiego

Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie.
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Tabela 3. Charakterystyka grupy.

Parametr n=989

Wiek podczas rozpoczecia badania

<50 775 (78,36%)
>50 214 (21,64%)
Palenie

-nigdy 720 (72,80%)
-kiedykolwiek 264 (26,70%)
-brakujace dane 5 (0,50%)
Hormonalna terapia zastepcza

-nigdy 720 (72,80%)
-kiedykolwiek 263 (26,59%)
-brakujace dane 6 (0,61%)
Adneksektomia

-nie 413 (41,76%)
-tak 576 (58,24%)
-brakujace dane 0 (0,00%)
Srodki antykoncepcyjne

-nigdy 501 (50,66%)
-kiedykolwiek 481 (48,64%)
-brakujace dane 7 (0,70%)
Cukrzyca

-nie 880 (88,98%)
-tak 62 (6,27%)

-brakujace dane

47 (4,75%)

Body Mass Index
<18,5

18,5-24,9
25,0-29,9

>30,0

-brakujace dane

56 (5,66%)
553 (55,92%)
237 (23,96%)
95 (9,61%)
48 (4,85%)

Suplementy diety

-nigdy 500 (50,56%)
-kiedykolwiek 489 (49,44%)
-brakujace dane 0 (0,00%)
Lokacja nowotwordow (n = 174)

piersi 122 (70,11%)
jajniki 29 (16,67%)
pecherz moczowy 2 (1,15%)
szyjka macicy 3 (1,72%)
jelito grube 2 (1,15%)
nerki 1 (0,57%)
biataczka 2 (1,15%)
ptuca 3 (1,72%)
trzustka 1 (0,57%)
gruczot $linowy 1 (0,57%)
miesak 1 (0,57%)
umiejscowienie pierwotne nieznane 1 (0,57%)
skora 1 (0,57%)
tarczyca 3 (1,72%)
rak urotelialny 1 (0,57%)
brzuch-umiejscowienie pierwotne nieznane 1 (0,57%)
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5.2. Pomiar stezenia cynku i miedzi

Sktad chemiczny pierwiastkéw w probkach okreslano za pomocg spektrometrii mas
wykorzystujacej plazme wzbudzang indukcyjnie (ICP-MS) przy uzyciu aparatu NexION 350D
marki PerkinElmer (Norfolk, VA, USA). Analiza pierwiastkow byta prowadzona w trybie KED
(Kinetic Energy Discrimination), gdzie rod pehit rolg wzorca wewnetrznego, co umozliwiato
kompensacj¢ przesuni¢¢ instrumentu oraz efektow matrycowych. Probki krwi rozcienczano
czterdziestokrotnie za pomocg odczynnika przygotowanego jako kontrola (70 pl krwi do 2730
ul buforu).

Odczynnik ten zawieral wodg¢ o bardzo wysokiej czystosci (>18 MQ), TMAH (ang.
tetramethyloammonium hydroxide) (AlfaAesar, Kandel, Niemcy), detergent Triton X-100
(PerkinElmer, Shelton, CT, USA), EDTA (Merck, Darmstadt, Niemcy) oraz etanol (Merck,
Darmstadt, Niemcy). Standardy kalibracyjne przygotowano przez rozcieficzenie roztwordw
cynku lub miedzi o stezeniu 1000 pg/ml (PerkinElmer Pure Plus, Shelton, CT, USA) za pomoca
wspomnianego odczynnika kontrolnego. Kalibracja byla dostosowana do matrycy,

a wspotczynniki korelacji dla krzywej kalibracyjnej osiggaty wartosci powyzej 0,999.

Doktadnos¢ i1 precyzja wynikdw byta weryfikowana przy uzyciu certyfikowanych
materiatéw referencyjnych (CRM): ClinChek® Plasmonorm Whole Blood Level 1 (Recipe,
Monachium, Niemcy) i Seronorm Whole Blood Level 2 (Sero, Norwegia). Laboratorium bierze
takze udziat w programie zewnetrznej kontroli jakosci QMEQAS (ang. Quebec Multielement
External Quality Assessment Scheme), koordynowanym przez “Institut National de Santé
Publique du Québec”.

5.3. Analiza statystyczna

Kazda z uczestniczek badania przypisano do jednej z trzech (tertyli) w zaleznosci od
stezen cynku lub miedzi we krwi. Nastepnie obliczono stosunek cynku do miedzi, ustalono
punkt odcigcia wynoszacy 6.38 1 ustalono dwie grupy, powyzej i ponizej tej wartosci.
Skumulowane ryzyko wystapienia nowotworu piersi oraz jajnika analizowano od momentu
pobrania krwi az do momentu diagnozy raka piersi lub jajnika, Smierci z innego powodu badz
ostatniej wizyty kontrolnej. Przy obliczaniu ryzyka nowotworu jajnika pominigto Kobiety,
ktoérym usunigto jajniki przed pobraniem krwi, natomiast pacjentki, ktore przeszty wycigcie
jajnikow w trakcie trwania obserwacji, uznawano za ocenzurowane w chwili wykonania
zabiegu. W analizie ryzyka raka piersi uwzgledniono usunigcie jajnikow jako zmienng
czasowg. Obserwacje¢ pacjentek, aby oszacowaé dziesigcioletnie skumulowane ryzyko raka

jajnika, prowadzono od momentu pobrania krwi do daty profilaktycznego BSO, rozpoznania
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raka jajnika, dziesi¢ciu lat obserwacji, ostatniej wizyty lub $mierci z innego powodu. Aby
oszacowac¢ wskazniki ryzyka (HR) dla ryzyka nowotworowego w zalezno$ci od tertylu cynku
i miedzi, przeprowadzono analiz¢ regresji proporcjonalnych hazardow COXa w wersji
jednowariantowej i wielowariantowej. Jako stg¢zenia odniesienia dla cynku i miedzi przyjeto
najnizszy tertyl. W modelach wielowariantowych uwzgledniono nast¢pujace zmienne: stezenia
cynku i miedzi (tertyl), wiek przy pobraniu krwi (<50 vs. >50), stosowanie antykoncepcji
doustnej (tak/nie), stosowanie terapii hormonalnej (tak/nie), historia palenia (tak/nie),
ooforektomia (tak/nie) i BMI (<18,5/18,5-24,9/25,0-29,9/>30,0). Z powodu brakujacych
danych 84 pacjentki zostaly wylgczone z analizy statystycznej. Wszystkie analizy statystyczne

przeprowadzono w programie SAS, wersja 9.4
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6. Wyniki

6.1. Publikacja nr 1:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels
as a Marker of Cancer Risk in BRCA1l Mutation Carriers” Milena
Matuszczak, Adam Kiljanczyk, Wojciech Marciniak, R6za Derkacz, Klaudia
Stempa, Piotr Baszuk, Marta Bryskiewicz, Ping Sun, Angela Cheriyan,
Cezary Cybulski, Tadeusz De¢bniak, Jacek Gronwald, Tomasz Huzarski,
Marcin R. Lener, Anna Jakubowska, Marek Szwiec, Malgorzata Stawicka-
Nielacna, Dariusz Godlewski, Artur Prusaczyk, Andrzej Jasiewicz, Tomasz
Kluz, Joanna Tomiczek-Szwiec, Ewa Kilar-Kobierzycka, Monika Siolek,
Rafal Wisniowski, Renata Posmyk, Joanna Jarkiewicz-Tretyn, Rodney J.
Scott, Steven A. Narod, Jan Lubinski, Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609

Charakterystyke grupy badanej przedstawiono w tabeli 1. Rozklady stezen cynku
przedstawiono na rycinie 3.
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Rycina 3: Rozktad stezen cynku we krwi wérdd nosicieli BRCA1. Widoczne sg cechy rozktadu
normalnego. Najwicksza liczba pacjentek miata stezenie cynku we krwi zblizone do $rednie;j

warto$ci (61 pg/cl tj. 6100 ug/L) w catej grupie; n-liczba pacjentek.

Nie stwierdzono statystycznie istotnej korelacji migdzy stezeniem cynku we Krwi a
ryzykiem raka piersi u nosicielek BRCAL1 (Tabela 4). Dla kobiet z stgzeniem cynku w
najnizszym tertylu, HR wynosit 0,88 (95% CI 0,60 do 1,29; p = 0,51) w poréwnaniu do tych z

stezeniem cynku w dwoch najwyzszych tertylach.
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Tabela 4. Wspoétczynniki ryzyka dla raka piersi w zaleznosci od tezenia cynku.

Czynniki Raki piersi/ Jednoczynnikowy Wieloczynnikowy*
calos¢ HR (95%CI) P HR (95%CI) P

Stezenie cynku

<=5797 ng/L 38/329 1 1

5797-6433 ng/L 51/329 1,38 (0,91-2,10) 0,13 1,39 (0,90-2,12)0,13

>6433 ug/L 34/331 0,90 (0,57-1,44) 0,67 0,91 (0,57-1,47)0,70

Catosé 123/989

Data urodzenia

<=1965 38/239 1 1

1965-1975 28/224 0,79 (0,49-1,29) 0,35 0,61 (0,26-1,41) 0,25

1975-1985 43/337 0,85 (0,55-1,31) 0,45 0,66 (0,20-2,16) 0,49

>1985 14/189 0,58 (0,31-1,07) 0,08 0,40 (0,11-1,44) 0,16

Wiek podczas

pobrania krwi (lata)

<=40 62/566 1 1

40-50 30/216 1,22 (0,79-1,90) 0,36 1,55 (0,65-3,73) 0,32

>50 31/207 1,28 (0,83-1,79) 0,26 1,18 (0,36-3,90) 0,78

Adneksektomia

Nie 30/413 1 1

Tak 93/576 0,87 (0,61-1,26) 0,46 0,64 (0,39-1,03) 0,07

Srodki

antykoncepcyjne

Nie 59/502 1 1

Tak 64/481 1,10 (0,78-1,57) 0,58 1,22 (0,83-1,78) 0,32

Hormonalna terapia

zastepcza

Nie 91/720 1 1

Tak 32/263 0,82 (0,55-1,23) 0,34 0,78 (0,50-1,78) 0,32

Palenie

Nie 59/553 1 1

Obecnie 35/222 1,52 (1,00-2,31) 0,05 1,51 (0,99-2,30) 0,06

W przesztosci 29/209 1,30 (0,83-2,03) 0,25 1,22 (0,78-1,92) 0,38

BMI w momencie

pobrania krwi

<=mediana (23,05) 63/464 1 1

>mediana (23,05) 57/477 0,84 (0,59-1,21) 0,35 0,77 (0,53-1,14) 0,19

Brak danych 3/48

* skorygowane o wszystkie zmienne wymienione w lewej kolumnie.
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Rozktad stezen cynku u nosicielek mutacji BRCAL z rakiem piersi przedstawiono na rycinie
4.
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Rycina 4. Stezenia cynku we krwi u pacjentek z rakiem piersi. Widoczne sg cechy zblizone do
rozktadu normalnego. Najwicksza liczba pacjentek wykazuje stezenie cynku we krwi zblizone

do wartosci $redniej (61 pg/cl tj. 6100 pg/L) w catej grupie. n - liczba pacjentek.

Wyjsciowo zdrowe kobiety z stgzeniem cynku we krwi ponizej 5797 pg/l miaty
zwigkszone ryzyko zachorowania na raka jajnika w poréwnaniu z kobietami z st¢zeniem cynku
we krwi wyzszym niz 5797 (tertyl 1 w poréwnaniu z tertylami 2/3; skorygowany HR = 1,95;
95%ClI: 0,92-4,14), wynik ten nie byl istotny statystycznie (p = 0,08). Wsrdéd kobiet
W najnizszym tertylu (stezenia cynku) 10-letnie skumulowane ryzyko raka jajnika wynosito
6,1%. Wsrod kobiet z dwoch najwyzszych tertyli (st¢zenia cynku) 10-letnie skumulowane

ryzyko raka jajnika wynosito 4,7% (Tabela 5).
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Tabela 5. Wspoétczynniki ryzyka dla raka jajnik w zaleznosci od st¢zenia cynku.

Czynniki Raki jajnika/ Jednoczynnikowy Wieloczynnikowy*
calos$¢ HR (95%CI) P HR (95%CI) P
Stezenie cynku
<=5797 ng/L 13/259 1 1
5797-6433 ng/L 6/261 0,45 (0,17-1,19) 0,11 0,40 (0,15-1,07) 0,07
>6433 ug/L 10/262 0,76 (0,33-1,74) 0,52  0,63(0,27-1,47) 0,28
Catos¢ 29/782
Data urodzenia
<=1965 10/101 1 1
1965-1975 9/164 0,49 (0,20-1,22) 0,13 0,94 (0,07-12,1) 0,96
1975-1985 9/328 0,25 (0,10-0,64) 0,003 0,28 (0,02-4,82) 0,38
>1985 1/189 0,06 (0,01-0,50) 0,006 0,05 (0,00-1,59) 0,09
Wiek podczas
pobrania krwi (lata)
<=40 1
14/556 1
12650 5/129 i;ig 81333‘1162,% 042 546 (0,12-1,72) 0.25
10/97 0,0003 1,10 (0,07-18,0) 0,95
Srodki
antykoncepcyjne
Nie 18/374 1 1
Tak 11/402 0,54 (0,25-1,14) 0,10 0,79 (0,35-1,83) 0,59
Hormonalna terapia
zastepcza
Nie 26/662 1 1
Tak 3/154 0,40 (0,12-1,32) 0,13 0,33 (0,10-1,10) 0,07
Palenie
Nie 12/447 1 1
Obecnie 7/176 1,46 (0,58-3,71) 0,42 1,40 (0,55-3,60) 0,48
W przesztosci 10/154 2,53 (1,09-5,85) 0,03 2,23 (0,93-5,32) 0,07
BMI w momencie
pobrania krwi
<=mediana (23) 11/396 1 1
>mediana (23) 16/339 1,70 (0,79-3,65) 0,18 1,06 (0,45-2,49) 0,90
Brak danych 2147

* skorygowane o wszystkie zmienne wymienione w lewej kolumnie.

Wsrod wszystkich 989 kobiet, 174 zachorowaty na raka w okresie obserwacji. Ogotem,
kobiety ze stezeniem cynku w dolnym tertylu miaty umiarkowanie zwigkszone ryzyko
zachorowania na raka w poréwnaniu z kobietami z dwoch gornych tertyli (HR = 1,10; 95% CI
0,80 do 1,52). Jesli wykluczymy raka piersi lub jajnika, kobiety z stgzeniem cynku w dolnym
tertylu miaty podobne ryzyko zachorowania na raka w porownaniu z tymi w dwoch gornych
tertylach (HR =1,00; 95% CI 0,70 do 1,42).
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6.2. Publikacja nr 2:

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio
as a Marker of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers” Milena Matuszczak,
Adam Kiljanczyk, Wojciech Marciniak, Roza Derkacz, Klaudia Stempa,
Piotr Baszuk, Marta Bryskiewicz, Cezary Cybulski, Tadeusz Debniak, Jacek
Gronwald, Tomasz Huzarski, Marcin R. Lener, Anna Jakubowska, Marek
Szwiec, Malgorzata Stawicka-Nielacna, Dariusz Godlewski, Artur
Prusaczyk, Andrzej Jasiewicz, Tomasz Kluz, Joanna Tomiczek-Szwiec, Ewa
Kilar- Kobierzycka, Monika Siolek, Rafal Wisniowski, Renata Posmyk,
Joanna Jarkiewicz-Tretyn, Rodney J. Scott, Jan Lubinski, Antioxidants.
2024; 13(7):841. https://doi.org/10.3390/antiox13070841

Analizie poddaliSmy ta samag grupe pacjentek co w poprzedniej publikacji.

Charakterystyka grupy badanej zostata przedstawiona w tabeli 1

W badanej grupie poréwnalismy wyniki cynku, miedzi i stosunku cynku do miedzi przy

uzyciu obliczonego punktu odciecia (rysunek S1 Materiaty uzupetniajace).

Zwiazki migdzy stezeniem cynku we krwi a ryzykiem raka u nosicieli mutacji BRCA1,
ktore opisaliSmy we wczesniejszej publikacji [105], nie wykazaly statystycznie istotnego
zmniejszenia ryzyka zadnego z nowotwordw; zaobserwowaliSmy tendencje, cho¢ nieistotne

statystycznie, dla raka jajnika i piersi.

Podobnie, wyniki analizy st¢zenia miedzi we krwi wykazaty tendencj¢ do zmniejszania
ryzyka raka wraz ze spadkiem warto$ci miedzi (<863,33). Uzyskane wyniki nie byty jednak
istotne statystycznie (tabele S1-S3 w materiatach uzupetniajacych).

Zaobserwowali§my, ze warto$¢ ich stosunku ponizej pewnej wartosci jest szkodliwa
(rycina 5). Nasze obserwacje wykazaly, ze w badanej kohorcie kobiet ten ustalony punkt
odcigcia wynosit 6,38. Warto$ci ponizej tego punktu odcigcia byly niekorzystne 1 wigzaty si¢

ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na raka.
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Rycina 5. - korelacja ryzyka raka z wartoscig stosunku cynku do miedzi.

Podziatl grupy, stosujac punkt odcigcia = 6,38, wykazat prawie 1,5-krotne statystycznie
istotne zmniejszenie ryzyka wystapienia jakiegokolwiek nowotworu (HR = 1,48; CI = 1,07-

2,04; p = 0,018) (Tabela 6).
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Tabela 6. Czgstos¢ wystgpowania nowotwordéw o roznej lokalizacji narzagdowej u wyjsciowo

zdrowych nosicielek mutacji BRCA1 w zaleznosci od warto$ci stosunku cynku do miedzi.

Czynniki Raki/ Jednoczynnikowy Wieloczynnikowy*
calos¢ HR (95%CI) P HR (95%CI) P

Stosunek Zn/Cu

0-6,37 78/296 1,53(1,11-2,11) 0,009 1,48 (1,07-2,05)0,017

6,38-16,03 73/467 1 1

Data urodzenia

<=1965 52/181 1 1

1965-1975 40/188 0,79 (0,52-1,19) 0,3 0,88 (0,44-1,78) 0,7

1975-1985 52/265 0,76 (0,52-1,11) 0,2 0,80 (0,33-1,95) 0,6

>1985 7/129 0,27 (0,12-0,59) 0,001 0,27 (0,09-0,85) 0,025

Wiek podczas

pobrania krwi (lata)

<=40 771471 1 1

40-50 34/157 1,25 (0,84-1,88) 0,3 1,00 (0,54-1,88) >0,9

>50 40/135 1,57 (1,07-2,30) 0,022 1,20 (0,49-2,95) 0,7

Srodki

antykoncepcyjne

Nie 76/378 1 1

Tak 75/385 0,97 (0,70-1,33) 0,8 1,08 (0,76-1,53) 0,7

Hormonalna terapia

zastepcza

Nie 112/547 1 1

Tak 39/216 0,78 (0,54-1,12) 0,2 0,68 (0,46-1,00) 0,050

Palenie

Nie 73/444 1 1

Obecnie 39/168 1,39 (0,94-2,05) 0,1 1,34 (0,91-1,99) 0,14

W przesztosci 39/151 1,48 (1,00-2,18) 0,050 1,41 (0,95-2,08) 0,087

BMI w momencie

pobrania krwi

<185 84/455 1 1

18,5-25,0 10/44 1,18 (0,61-2,26) 0,6 1,30 (0,67-2,52) 0,4

25,0-30,0 40/75 1,12 (0,77-1,64) 0,5 0,96 (0,65-1,43) 0,8

>30 17/75 1,29 (0,77-2,18) 0,3 1,04 (0,60-1,78) 0,9

* skorygowane o wszystkie zmienne wymienione w lewej kolumnie.

Tendencja ta, cho¢ nieistotna statystycznie, wystegpowata rowniez w przypadku raka
piersi i wigzala si¢ z ponad 1,3-krotnym wzrostem ryzyka zachorowania na raka piersi w grupie
kobiet, u ktorych warto$¢ stosunku Zn/Cu byta nizsza niz 6,38 (HR = 1,31; CI=0,90-1,93; p =
0,2) (Tabela S4 w Materiatach Uzupetniajacych).

Najbardziej wyrazne, ponad 1,75-krotne, zwigkszenie ryzyka raka zaobserwowano

w przypadku raka jajnika, ale wynik ten nie byt istotny statystycznie (HR = 1,78; CI=0,77-
4,11; p=0,2) (Tabela S5 w Materiatach Uzupetiajacych).
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7. Dyskusja

7.1. Publikacja nr 1:

Gen supresorowy nowotworéw BRCA1 i kodowane przez niego biatka sg niezbedne do
zachowania integralnosci genomu, odgrywajac kluczowa rol¢ w naprawie pekni¢¢ podwojne;j
nici DNA poprzez rekombinacj¢ homologiczng [106]. Podstawowy model rozwoju raka
zwigzany z mutacjami BRCAT1 opiera si¢ na hipotezie ,,dwodch trafien”, w ktérej jeden allel
zostaje utracony, a drugi ulega mutacji utraty funkcji [107]. Mechanizm ten stanowi podstawe
patogenezy molekularnej nowotworéw zwigzanych z BRCAI1, z kluczowymi czynnikami
obejmujacymi niestabilno$§¢ genomows i stres oksydacyjny [108]. Niestabilno$¢ genomowa
wynika z brakow w naprawie DNA spowodowanych mutacjami BRCA1, w szczegdlnosci
wptywajacych na homologiczng rekombinacj¢, co prowadzi do akumulacji uszkodzen DNA
i zwigkszonego ryzyka mutacji onkogennych [109]. Dodatkowo, utrata funkcji BRCA1 wiaze
si¢ z aberracjami chromosomalnymi, takimi jak peknigcia, fuzje i translokacje, co dodatkowo
destabilizuje genom [106]. Komorki z mutacjami BRCA1 czesto wykazuja LOH, gdzie
normalny allel BRCA1 zostaje utracony, co powoduje catkowita utrate funkcji BRCA1 w tych
komorkach [110]. Stres oksydacyjny stanowi zagrozenie dla stabilno$ci genomu, a BRCA1
odgrywa kluczowa role w regulacji stresu oksydacyjnego jako mechanizmu obronnego u oséb
bez wariantow patogennych. Nosiciele mutacji sg bardziej podatni na dzialanie ROS
i wynikajace z tego oksydacyjne uszkodzenia DNA, przyczyniajgc si¢ do rozwoju raka [111].
BRCAT1 posrednio wptywa na regulacje stresu oksydacyjnego poprzez biatko p53, ktore reaguje
na stres oksydacyjny indukowany przez ROS. BRCA1 aktywuje i stabilizuje p53 [112],
utatwiajac zalezng od p53 transkrypcje gendw zaangazowanych w naprawg DNA. Mutacje
w BRCA1 zakldcajg te interakcje, zmniejszajac zdolnos¢ komorki do skutecznego radzenia
sobie ze stresem oksydacyjnym. Ponadto BRCAL1 jest niezbgdny dla punktéw kontrolnych
cyklu komoérkowego, szczegolnie w odpowiedzi na uszkodzenia DNA [3]. Dziatajac jako ligaza
ubikwityny E3, BRCAI1 poliubikwitynuje biatka cyklu komérkowego G2/M, oznaczajac je do
degradacji i zapobiegajac ich akumulacji [113]. Mutacje w BRCA1 pozwalaja komorkom

Z uszkodzeniami DNA kontynuowa¢ podzialy, zwigkszajac tym samym ryzyko rozwoju raka.

Nasze wyniki wykazaly umiarkowany, chociaz statystycznie nieistotny, zwigzek
migdzy niskim st¢zeniem cynku we krwi a zwiekszonym ryzykiem raka jajnika u nosicielek
BRCAL1. Wyjsciowo zdrowe kobiety z stezeniem cynku we krwi > 5797 ng/L wykazywaty
dwukrotne zmniejszenie ryzyka raka jajnika w porownaniu do kobiet z stezeniem cynku we

krwi < 5797 (HR = 0,51 95% CI: 0,24-1,09; p=0,08). Nie stwierdzono zwiazku mig¢dzy
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stezeniem cynku a zachorowaniami na raka piersi lub inne nowotwory.

Cynk ma kluczowe znaczenie dla utrzymania integralnosci DNA 1 funkcji uktadu
odpornosciowego, a takze posiada wtasciwosci przeciwutleniajace, ktore pomagaja zmniejszy¢
stres oksydacyjny [114]. Jego rola w hamowaniu proliferacji komorek i indukowaniu apoptozy
w komorkach nowotworowych czyni go cennym skladnikiem strategii zapobiegania
nowotworom. Cynk jest niezb¢dnym kofaktorem dla wielu bialek zaangazowanych w naprawe
DNA, a jego optymalne stg¢zenie zmniejsza ryzyko dalszej akumulacji uszkodzen DNA.
Wptywa na aktywno$¢ enzymdw i czynnikow transkrypeyjnych regulujacych cykl komorkowy
oraz funkcj¢ bialek takich jak p53, ktére pomagaja regulowac cykl komorkowy 1 zapobiegad
niekontrolowanemu wzrostowi komorek nowotworowych. Stabilizuje roéwniez elementy
chromatyny i biatka naprawy DNA, co jest kluczem do utrzymania stabilnosci genomu.
Dodatkowo, jest on niezb¢dny do funkcjonowania bialek pro-apoptotycznych, ktére pomagaja
eliminowa¢ uszkodzone komodrki mogace prowadzi¢ do powstawania nowotworow. Cynk
bierze udzial w wielu reakcjach niezbednych do prawidtowego funkcjonowania ludzkiego
organizmu (Tabela 7). Istnieja publikacje, ktore ukazuja, ze suplementacja cynkiem moze mie¢
dziatanie chemoprewencyjne (przy uzupetnianiu niedoboréw). Moze to by¢ spowodowane
zmniejszonym stanem zapalnym i stresem oksydacyjnym u pacjentek, ktorzy maja optymalne

stezenia tego pierwiastka [115-117].

Tabela 7. Wplyw cynku na kancerogeneze.

Zn ma kluczowe znaczenie dla ponad 900 czynnikéw transkrypeyjnych (tj. domen
Niezbedny element  wigzacych DNA palcéw cynkowych (ang. zinc finger; ZF), 300 enzymow (4.
CuZnSOD; biatek naprawczych DNA) [118].
Zn odgrywa kluczowa role w aktywnosci wielu enzymdéw, w tym tych
zaangazowanych w naprawe¢ DNA i kontrole wzrostu komodrek. Reguluje ekspresj¢

Funkcje gendw poprzez czynniki transkrypeyjne ZF (geny naprawy DNA) [119]. Niedobor
enzymatyczne, wigze sie z generowaniem jednoniciowych peknie¢ w DNA i1 wplywa na zdolnosé
wplyw na DNA, gze sig Z & ! AR v

naprawy [120]. Zaré6wno systemy naprawy przez wycinanie zasad (ang. base excision
repair; BER), jak i naprawy przez wycinanie nukleotydu (ang. nucleotide excision
repair; NER) zawierajg biatka palcow cynkowych (ang. zinc finger protein; ZFP) i
inne biatka zwigzane z tym pierwiastkiem [121].
Ponadto wplywa na DNA, bedac czgscig struktury chromatyny, replikacji, transkrypcji
[121, 122] i dziata przeciwko uszkodzeniom DNA spowodowanym utlenianiem [120].
Kaspazy sg aktywowane przez Zn; sg one zaangazowane w proces apoptozy.
Zn wplywa na szereg szlakow sygnatowych (zaangazowanych w apoptoze), tj. pS3 i
Apoptoza biatka szoku cieplnego.
Zn moduluje stosunek miedzy biatkami z rodziny Bcl-2 i poprzez nie reguluje
apoptoze.
Metalotioneiny, biatka wiazace rozne jony metali (np. kadm, otow, miedz), pomagaja
regulowac ich st¢zenia w komorkach, tworzac stabilne kompleksy, ktore pomagaja w
Detoksyfikacja eliminacji tych metali z organizmu, chronigc w ten sposob przed szkodliwymi
skutkami [123]. Dodatkowo neutralizujg ROS, przyczyniajac si¢ do ochrony komorek
przed stresem oksydacyjnym i zapobiegaja uszkodzeniom [124].
Brak tego pierwiastka moze uposledza¢ odpowiedz immunologiczna, potencjalnie
przyczyniajac si¢ do rozwoju raka. Odgrywa on rolg w aktywnosci cytolitycznej
limfocytow T [125].

ekspresje genow,
synteze¢ kwasow
nukleinowych i

stabilnos¢ genomu

Odpowiedz
immunologiczna
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Jako cz¢$¢ enzymu CuZnSOD dziata jako kluczowy obronca przed atakami ROS (ang.
Dzialanie reactive oxygen species). Stuzy jako antagonista redoks-aktywnych metali
przeciwutleniajace  przejsciowych, takich jak zelazo 1 miedz, zapobiegajac utlenianiu grup
sulfhydrylowych w biatkach [126-129].
Zn?* reguluje szlaki sygnatowe w obu kierunkach, migdzy innymi poprzez p38 oraz
regulacje acetylacji histonéow i ZFP. Komoérki z niedoborem Zn nie s3 w stanie
utrzymaé prawidlowej ekspresji p53 [130, 131].

Regulacja szlakow
sygnalizacyjnych

Zalecana dzienna dawka cynku wynosi 11 miligraméw (mg) dla m¢zezyzn i 8 mg
dziennie dla kobiet. Sugerowane stezenia we krwi u nosicielek mutacji BRCA1 mieszczg si¢ w
zakresie 6000-6700 pg/L (dane wtasne- numer patentu P.439319).

Cynk moze by¢ wchtaniany kilkoma drogami, w tym poprzez dyfuzje bierng i absorpcje
w przewodzie pokarmowym, regulowang przez transportery [132]. Biodostgpno$¢ cynku
W przewodzie pokarmowym wzrasta w obecno$ci kwasu cytrynowego i1 spada w obecnosci
zelaza, wapnia, fosforu, btonnika i fitynianéw [133]. Osoby z dietg bogata w warzywa moga
wykazywac nizsze wchtanianie cynku. Na przyktad rosliny straczkowe zawieraja stosunkowo
duzg ilo§¢ cynku (Tabela 8), ale obecnos$¢ fitynianéw, ktore hamuja wchtanianie cynku,
powoduje, ze do organizmu dostarczana jest mniejsza ilo§¢ tego pierwiastka niz w przypadku
dostarczenia tej samej ilosci z pokarmoéw pochodzenia zwierzgcego [134].

Tabela 8. Srednia zawarto$¢ cynku i referencyjna wartos¢ dzienna (%) w wybranych
produktach spozywczych o korzystnej bioabsorpciji.

Zywnos$¢é Zawartos¢ cynku na 100g Referecr;c_yjna dawka
zlenna
Skorupiaki (ostrygi) 39.3mg 300-413%
1. Krab krélewski z Alaski 1.7.62 mg 1. 69-95%
2. Krewetki, malze 2.1.6 mg 2. 15-20%
1. Orzechy (np. migdaly) 1.5.78 mg
2.: Slonecznik 2.5.29mg 36-63%
3. Konopie 3.4.34 mg
1. Mig¢so czerwone (wolowina) 1.4.79 mg 1. 38-55%
2. Podroby 2.1.7mg 2.13-15%
3. Drob (piers z kurczaka) 3.0.68 mg 3. 5%
2_1521‘?;& 1.3.74 mg 1. 30-40%
3. Mleko (1 szklanka) 2.3, Img 2.3.5-13%
Ryby (1. losos 2. fladra/ sola) 1.0.5mg 2. 0.32 mg 3-4%

Opublikowano 18 badan prospektywnych dotyczacych korelacji migdzy ryzykiem
zachorowania na raka a cynkiem [102—104, 135-149]. Istnieje wiele publikacji, ktore wykazuja
korelacje miedzy cynkiem a ryzykiem zachorowania na raka [150-159]. Sa to jednak prace

retrospektywne 1 z tego powodu nie byty dalej analizowane w naszej publikacji.
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Cynk wchodzi w interakcje z ludzkim organizmem poprzez rdézne mechanizmy, ktore
sa kluczowe dla jego prawidtowego funkcjonowania. Swiadczy o tym na przyktad fakt, ze
aktywno$¢ metaloproteazy posredniczy na kazdym etapie od powstawania guza jajnika do

pojawienia si¢ przerzutow [160].

Wyniki tego badania majg kilka potencjalnych implikacji klinicznych. Jesli zostang
potwierdzone, ocena stezenia cynku i innych mikroelementéw we krwi nosicielek BRCAL
moze by¢ wykorzystana jako potencjalny marker i czynnik ryzyka rozwoju raka. Informacje te
sg potencjalnie istotne dla nosicielek mutacji BRCA1, ktore rozwazaja profilaktyczne BSO. Co
istotne, nasze badanie wykazalo, ze okoto 33% kobiet wykazywalo niskie warto$ci cynku
i bytoby kandydatkami do suplementacji i/lub modyfikacji diety. W przysztosci badania krwi
i porady dietetyczne i/lub stosowanie suplementéw moga by¢ wykorzystane do optymalizacji

stezenia cynku wsrod nosicielek mutacji BRCAL.

Podsumowujgc, nasze badanie nie dowiodlo ostatecznie, ze stgzenie cynku we krwi jest
zwigzane Z ryzykiem wystgpienia nowotwordéw u nosicielek BRCA1. Zaobserwowano jednak
sugestywny zwigzek miedzy niskim st¢zeniem cynku a wyzszym ryzykiem raka jajnika. Wazne
jest przeprowadzenie dalszych badan i obserwacji na wigkszej liczbie nosicielek w dtuzszej

perspektywie czasowe;.

7.2. Publikacja nr 2:

Niezbedne pierwiastki odgrywaja kluczowa rol¢ w utrzymaniu prawidtowych funkcji
organizmu, w tym mechanizméw ochronnych przed rakiem. Cynk i miedZ zostaly uznane za
pierwiastki majace wplyw na wystepowanie nowotwordOw. Zrozumienie tego wplywu jest
szczegllnie wazne dla 0sob z grup wysokiego ryzyka nowotwordw, takich jak nosicielki
mutacji BRCAL, ktére sg narazone na znacznie zwigkszone ryzyko zachorowania na raka piersi
(do 70%) i jajnika (do 40%). W zwigzku z tym kluczowe jest uzyskanie wgladu w czynniki
modyfikowalne wptywajace na pozostate (odpowiednio 30% i 60%) ryzyka, dla tych

nowotworow ztosliwych.

Cynk ma kluczowe znaczenie dla utrzymania integralno§ci DNA 1 funkcji uktadu
odpornosciowego, a takze posiada wtasciwosci przeciwutleniajace, ktore pomagaja zmniejszy¢
stres oksydacyjny [114]. Jego rola w hamowaniu proliferacji komorek i indukowaniu apoptozy
w komorkach nowotworowych czyni go cennym sktadnikiem strategii zapobiegania
nowotworom. Cynk jest niezbednym kofaktorem dla wielu biatek zaangazowanych w naprawe
DNA, a jego optymalne stgzenie zmniejsza ryzyko dalszej akumulacji uszkodzen DNA.

Wptywa na aktywnos$¢ enzymow i czynnikoéw transkrypcyjnych regulujacych cykl komorkowy
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oraz funkcj¢ bialek takich jak p53, ktére pomagaja regulowac cykl komorkowy 1 zapobiegad
niekontrolowanemu wzrostowi komorek nowotworowych. Stabilizuje rowniez elementy
chromatyny i biatka naprawy DNA, co jest kluczem do utrzymania stabilno$ci genomu.
Dodatkowo, jest on niezbedny do funkcjonowania biatek pro-apoptotycznych, ktoére pomagaja
eliminowa¢ uszkodzone komorki mogace prowadzi¢ do powstawania nowotworow. Istniejg
publikacje, ktore ukazuja, ze suplementacja cynkiem moze mie¢ dzialanie chemoprewencyjne
(przy uzupetnianiu niedoboréw). Moze to by¢ spowodowane zmniejszonym stanem zapalnym
I stresem oksydacyjnym u pacjentek, ktorzy majg optymalne stezenia tego pierwiastka [115—
117].

Bioragc pod uwage stwierdzong przez nasz Osrodek tendencje [105] (opisang
W publikacji nr 1) oraz opisane powyzej wtasciwosci cynku, przeprowadziliSmy dalsze analizy,

uwzgledniajac dodatkowe czynniki.

Wyniki naszego Osrodka wykazaly rowniez, ze istnieje tendencja (nieistotna
statystycznie) potencjalnej korzy$ci z utrzymywania niskiego (<863,33) stezenia miedzi
u nosicielek mutacji BRCA1. Miedz jest niezbednym pierwiastkiem, ale jak miecz obosieczny,
wykazuje zaréwno korzystny (antyoksydacyjny), jak i szkodliwy (prooksydacyjny) wptyw na
procesy komorkowe. W optymalnym stgzeniu wykazuje wlasciwosci przeciwutleniajace, stuzy
jako kofaktor dla dysmutazy ponadtlenkowej 1 (ang. Superoxide Dismutase 1; SOD1), enzymu,
ktory katalizuje konwersje rodnikow ponadtlenkowych w tlen 1 nadtlenek wodoru, zmniejszajac
W ten sposob stres oksydacyjny w komorkach [161]. Dodatkowo jest niezbedna do syntezy
ceruloplazminy, biatka, ktore nie tylko usuwa wolne rodniki, ale takze utatwia transport miedzi
w krwiobiegu [162]. Uczestniczy takze w szlakach antyoksydacyjnych, ktore chronig lipidy
przed peroksydacja, szkodliwym procesem, w ktorym wolne rodniki atakujg czasteczki lipidow
w blonach komodrkowych [163]. Dzieje si¢ to glownie za sprawg wszechobecnych
I wielofunkcyjnych metaloenzymow, ktore utatwiajg redukcje tlenu czagsteczkowego [164,

165].

MiedZ hamuje angiogenenze poprzez redukcje czynnikow angiogennych, takich jak
czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego (ang. Vascular Endothelial Growth Factor; VEGF)
i czynnik wzrostu fibroblastow (ang. Fibroblast Growth Factor; FGF [166]). Moduluje rowniez
uktad odpornosciowy [167], zwigkszajac jego zdolnos$¢ do rozpoznawania i niszczenia
komoérek nowotworowych. Ponadto moze wplywaé na modyfikacje epigenetyczne,
potencjalnie przywracajac ekspresje gendw supresorowych nowotwordw 1 wyciszajac

onkogeny. Miedz hamuje szlaki onkogenne, takie jak PI3K (ang. Phosphoinositide 3-Kinases)
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/Akt i kinazy aktywowane mitogenami (ang. Mitogen-Activated Protein Kinases MAPK), ktore

sg kluczowe dla proliferacji komorek nowotworowych.

Brak réwnowagi w stezeniach miedzi i cynku (podwyzszony cynk i/lub obnizona
miedz) utrudnia dziatanie przeciwutleniajace réznych enzyméw [168]. Diugotrwatly stres
oksydacyjny moze zwigcksza¢ prawdopodobienstwo rozwoju raka piersi 1 wplywaé na

poczatkowe fazy rozwoju nowotworu [169, 170].

Interakcje miedzy cynkiem i miedzia w organizmie cztowieka sa skomplikowane,
zaczynajac od jelita cienkiego, gdzie spozycie i status kazdego pierwiastka moze wptywac na
wchianianie drugiego [171]. Sg one kluczowymi sktadnikami miedziowo-cynkowej SOD
(CuZnSOD), istotnej dla utrzymania stabilnosci 1 integralnosci DNA w celu ztagodzenia

rozwoju raka.

Uwaza si¢, ze stosunek cynku do miedzi (stosunek Zn/Cu) stuzy jako bardziej
precyzyjny wskaznik prognostyczny w pordéwnaniu z indywidualnymi stezeniami Zn i Cu
[172]. Niedawna kompleksowa analiza wykazata, ze podwyzszony stosunek Cu/Zn koreluje ze

zwigkszonym ryzykiem zachorowania na raka piersi [173].

W literaturze czesto podkresla si¢ korzystny potencjal utrzymania optymalnego
stosunku Zn/Cu. Jednak prospektywne badania skupiajace si¢ na tym stosunku w ryzyku
zachorowania na raka sg ograniczone. Dotychczas opublikowano dwa prospektywne badania
Stepien i wsp., dotyczace stosunku Zn/Cu na kohorcie European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition (EPIC). Wykazatly one istotne powigzania z rakiem jelita grubego [136]

I watrobowokomorkowego [138].

Dane literaturowe sktonity nas do zbadania stosunku Zn/Cu w naszej kohorcie.
Ustalajac punkt odciecia na poziomie 6,38 dla stosunku Zn/Cu, stwierdzili$my, ze wskazniki
ponizej tej wartosci znacznie zwigkszaly ryzyko zachorowania na raka, podczas gdy wartosci

réwne lub wieksze niz 6,38 reprezentowaly optymalny zakres przy nizszym ryzyku.

Biorgc pod uwage nasze pacjentki w kohorcie BRCA1, badania nad skuteczno$cia
aktywnych interwencji majacych na celu poprawe stosunku Zn/Cu sg silnie uzasadnione.
W tym celu przy niskich stezeniach cynku zastosowanie modyfikacji diety i/ lub suplementacji

jest wskazane.

Dieta w bardzo niewielkim stopniu pozwala zmodyfikowa¢ stezenie miedzi we krwi.
Uzasadnione wydaje si¢ unikanie czynnikow podwyzszajacych miedz takich jak $rodki

hormonalne. Obiecujace wydaje si¢ w przysztosci wykorzystanie metod stosowanych obecnie
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(z dobrymi rezultatami) w probach klinicznych opartych na leczeniu pacjentow z choroba
Wilsona. Zastosowanie Trientyny jest obecnie drogg terapig jednak wraz z wprowadzeniem
substancji generycznych, leczenie to by¢ moze stanie si¢ bardziej dostgpne i mozliwe do

przebadania wlasciwosci tej substancji na szersza skalg.
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8. Podsumowanie wynikow

1. W tertylu 0 najnizszym stezeniu cynku bylo zwigzane z umiarkowanie wyzszym ryzykiem
raka jajnika (nieistotnym statystycznie) w poréwnaniu do kobiet z stezeniem cynku w dwoch

gornych tertylach (HR = 1,65; 95% CI 0,80 do 3,44; p = 0,18).

2. Wyniki analizy stezenia miedzi we krwi wykazaly tendencj¢ do zmniejszania ryzyka
zachorowania na raka wraz ze spadkiem wartos$ci miedzi (<863,33). Uzyskane wyniki nie bytly

jednak istotne statystycznie (HR=1.43; 95CI: 0.95=2.14, p= 0.084)

3. Nosicielki mutacji BRCA1 ze stosunkiem Zn/Cu powyzej 6,38 uzyskaly znacznie nizsze
ryzyko zachorowania na raka niz kobiety ze stosunkiem ponizej tego punktu odcigcia. Wartosci
powyzej 6,38, wigzaly si¢ z prawie 1,5-krotnym zmniejszeniem ryzyka wystgpienia
jakiegokolwiek nowotworu (HR =1,48; Cl = 1,07-2,04; p = 0,018).

4. Rowniez w przypadku raka piersi zaobserwowano ponad 1,3-krotnym wzrost ryzyka
zachorowania na raka piersi w grupie kobiet, u ktérych wartos¢ stosunku Zn/Cu byta nizsza niz
6,38 (HR = 1. 31; Cl = 0,90-1,93; p = 0,2, tendencja ta nie byla istotna statystycznie). Ponad
1,75-krotne zmniejszenie ryzyka zaobserwowano w przypadku raka jajnika, jednak wynik ten
nie byt istotny statystycznie (HR = 1,78; Cl1 =0,77-4,11; p = 0,2).
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9. WhiosKi

1. Czynniki modyfikowalne wplywajace na ryzyko zachorowania na nowotwor maja wigkszy
wplyw na raki, w ktorych pojawieniu udzial mutacji genetycznej jest mniejszy. U nosicielek
mutacji BRCA1 okoto 70% ryzyko raka piersi wigze si¢ z niewielkim =~ 30% wspotudziatem
modyfikatorow ryzyka. W przypadku nowotworu jajnika (40% ryzyko u nosicielek) pozostate
60% oddzialywan warunkujgcych pojawienie si¢ nowotworow zalezy od modyfikatorow.
Wyniki naszego badania ukazujg mocniejszy wpltyw stezenia kazdego z analizowanych

pierwiastkow oraz ich stosunku na raka jajnika niz piersi.

2. Przypuszczalnie prawidtowy stosunek cynku do miedzi pozwala na antyoksydacyjne
dziatanie tych dwoch pierwiastkow, ktore sa m.in. kluczowymi elementami szlakow
komorkowych i kofaktorami enzymow. Potencjalnie modyfikacja diety i/ lub suplementacja
moze pomdc w ten sposob zredukowac wystepowanie nowotworow rowniez W innych grupach
wysokiego ryzyka. Pomimo wysokiego ryzyka jakie maja osoby z silng agregacja nowotworoéw
w rodzinie i/ lub mutacja w jednym z gendw wysokiego ryzyka nowotworéw, prawdopodobnie

optymalizacja stezen pierwiastkOw moze pomoc zmniejszy¢ to ryzyko.

3. Uzasadnione wydaje si¢ poglebienie badan dotyczacych modyfikatoréw wystapienia
nowotworow w grupach wysokiego ryzyka. Prace dotyczace stezen innych pierwiastkow we
krwi, moglyby postuzy¢ do identyfikacji dodatkowych markeréw wskazujacych na zwigekszone
lub zmniejszone ryzyko wystapienia nowotwordw, a takze do opracowania modyfikacji diety

1/ lub suplementacji o potencjalnym dziataniu profilaktycznym.

4. Nieprawidlowe warto$ci pierwiastkow i/lub ich wzajemnych korelacji moglyby okazaé si¢
pomocne w podjeciu decyzji o zabiegach profilaktycznych (takich jak BSO) wsrod kobiet

zZ genetycznie zwigkszonym ryzykiem nowotworowym.

5. Dalsze badania moga pomoc doprecyzowaé optymalne zakresy stezen pierwiastkow dla
poszczegolnych grup ryzyka a takze ukazac najskuteczniejsze metody ich osiggnigcia. Wazne
jest, aby badania byly kontynuowane na wigkszych, miedzynarodowych kohortach

I Z wydluzonym okresem obserwacji.
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10. Publikacje bedace podstawa rozprawy

10.1. Publikacja nr 1:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels
as a Marker of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers” Milena
Matuszczak, Adam Kiljanczyk, Wojciech Marciniak, Réza Derkacz, Klaudia
Stempa, Piotr Baszuk, Marta Bryskiewicz, Ping Sun, Angela Cheriyan,
Cezary Cybulski, Tadeusz De¢bniak, Jacek Gronwald, Tomasz Huzarski,
Marcin R. Lener, Anna Jakubowska, Marek Szwiec, Malgorzata Stawicka-
Nielacna, Dariusz Godlewski, Artur Prusaczyk, Andrzej Jasiewicz, Tomasz
Kluz, Joanna Tomiczek-Szwiec, Ewa Kilar-Kobierzycka, Monika Siolek,
Rafal Wisniowski, Renata Posmyk, Joanna Jarkiewicz-Tretyn, Rodney J.
Scott, Steven A. Narod, Jan Lubinski, Antioxidants. 2024; 13(5):6009.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609
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Abstract: BRCAL mutations predispose women to breast and ovarian cancer. The anticancer effect
of zine is typically linked to its antioxidant abilities and protecting cells against oxidative stress.
Zine regulates key processes in cancer development, including DNA repair, gene expression, and
apoptosis. We took a blood sample from 989 female BRCAL mutation carriers who were initially
unaffected by cancer and followed them for a mean of 7.5 years thereafter. There were 172 incident
cases of cancer, including 121 cases of breast cancer, 29 cases of ovarian cancers, and 22 cancers at

other sites. A zine level in the lowest tertile was associated with a modestly higher risk of ovarian
cancer compared to women with zinc levels in the upper two tertiles (HR = 1.65; 95% CI 0,80 to 3.44;

p=

0.18), but this was not significant. Among those women with zinc levels in the lowest tertile,

the 10-year cumulative risk of ovarian cancer was 6.1%. Among those in the top two tertiles of zinc
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level, the ten-year cumulative risk of ovarian cancer was 4.7%. There was no significant association
between zine level and breast cancer risk. Our preliminary study does not support an association
between serum zine level and cancer risk in BRCAT mutation carriers.

Keywords: BRCA 1; cancerogenesis; breast cancer; ovarian cancer; cancer risk; prospective study

1. Introduction

In 2023, it was predicted that there would be 297,790 new cases of breast cancer in women
and 19,710 ovarian cancers [1]. About 3% of breast cancers (about 7500-8500 women per year)
and 10% of ovarian cancers (about 2000 women per year) are cases with BRCA1 mutations.

Approximately 13% of women in the general population will develop breast cancer
during their lifetime [2]. However, in women who have inherited a deleterious BRCA1 vari-
ant, the mutation in the BRCA1 gene, the lifetime risks are 70% and 40%, respectively [2,3].
In addition to prophylactic surgery, modifiers of risks include age; hormone treatment;
reproductive history; and diet, including micronutrients. Because of their extremely high
risk of developing breast and ovarian cancer, we aim to find possible ways to reduce
this risk.

Zinc is classified as an essential trace element and plays a crucial role in numerous
cancer-suppressive mechanisms, including DNA replication, damage repair, oxidative
stress response, cell cycle progression, and apoptosis [4].

Zinc functions as a cofactor for over 900 transcription factors and 300 enzymes, influ-
encing DNA regulation, gene expression, nucleic acid synthesis, and genome stability [5].
As part of the CuZnS0OD enzyme and the metallothionein protein, zinc acts as a key de-
fender against ROS attacks [6-9]. Zinc deficiency is linked to the generation of single-strand
breaks of DNA and affects repair ability, impacting processes such as repair, chromatin
structure, replication, transcription, and counteracting oxidative DNA damage [10-12].
Moreover, zinc deficiency compromises immune responses, potentially contributing to
cancer development [13,14].

There have been 18 published prospective studies on the correlation between zinc and
cancer risk [5,15-31]. Additionally, numerous retrospective publications demonstrate a
correlation between zinc and cancer risk [32-41]. To date, the role of zinc in tumorigenesis
in women with BRCA1 mutations has not been studied, and for this reason, this was the
purpose of our work.

2. Materials and Methods

The study subjects included 989 adult women, who received genetic counselling and
testing between 2011 and 2017 at the Clinical Hospitals of Pomeranian Medical University
in Szczecin, Poland, or at an affiliated hospital or outpatient clinic. At the first study
visit, a fasting blood sample was collected from each study participant to be used for
genetic testing for BRCAT mutations. For analysis, 10 mL of peripheral blood was collected
into a vacutainer tube containing ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) from all study
participants. All blood samples were collected between 8 am. and 2 p.m. and stored
at —80 °C until analysis. Participants were included in the study if a deleterious BRCA1
variant was detected.

Typically, these patients are offered the opportunity to participate in other clinical
research studies. Medical charts were reviewed for date of diagnosis, age at enrollment
(«50/=50), preventive salpingo-oophorectomy (yes/no), smoking status (ever /never),
oral contraceptive use (ever/never), diabetes (yes/no), dietary supplements (ever/never),
hormonal therapy (ever/never), and BMI (low /normal /fat/ obesity).

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.
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2.1. Measurement of Blood Zine Level

Collected blood samples were thawed from —80 °C to room temperature on the day
of analysis. Each sample was thoroughly mixed using a shaker or vortex to make the
material as homogeneous as possible. This process was repeated immediately prior to
taking blood volumes for dilutions due to the phenomenon of blood stratification. Using
the simplest possible technique, the blood samples were diluted at a ratio of 1:30 (50 pL
blood: 1450 uL buffer).

In order to achieve the specificity of the measurement, tetramethylammonium hydrox-
ide (TMAH) solution was used for dilutions. The alkaline pH ensures good solubility of
blood components, thus not causing precipitation of any of the fractions.

In addition, in order to better disperse the dissolved blood components, a non-ionic
surfactant in the form of Triton X-100 was added. The use of this compound not only
facilitates the dissolution of proteins, among others but also contributes to the faster
flushing of the sample from the spectrometer introduction system. An internal standard
in the form of rhodium (105Rh} was used to correct the matrix effect and camera drift. To
achieve the stability of metal ions dissolved in solution, EDTA was used. In addition, due
to the content of carbon-containing compounds, butanol was used.

The inductively coupled plasma excitation mass spectrometry (ICP-MS) technique
was used to determine the content of Pb. An ELAN DRC-e mass spectrometer (PerkinElmer,
Norfolk, VA, USA) and a NexION 350D mass spectrometer (PerkinElmer) were applied.
Oxygen was used as a reaction gas. The ICP-MS allows for detection limits of <0.1 pg/L.

The following reference materials were used to validate the measurements: ClinCheck
(Recipe, Munich, Germany), NIST 955¢ (National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, MD, USA), and BCR 634/BCR635 (European Commission, Community
Bureau of Reference, Brussels, Belgium). These are reference standards commonly used in
spectrometry to confirm the precision, sensitivity, and specificity of the measurement.

2.2. Statistical Analysis

All study participants were assigned to one of three categories (tertiles) depending on
their blood zinc level. The cumulative risks of breast and ovarian cancer were calculated
from the age at blood draw to the age of diagnosis of breast or ovarian cancer, death from
another cause, or last follow-up. For estimating the risk of ovarian cancer, women with
oophorectomy prior to blood draw were excluded, and subjects with cophorectomy in
the follow-up period were censored at the time of oophorectomy. To estimate the ten-year
cumulative risk of ovarian cancer, patients were followed from blood draw to date of
preventive oophorectomy, ovarian cancer, ten years of follow-up, last follow-up, or death
from another cause. For the analysis of breast cancer risk, oophorectomy was included
as a time-dependent variable. In order to estimate the hazard ratios (HREs) for cancer
risk, univariable and multivariable Cox proportional hazards regression analyses were
performed. In multivariable models, the following variables were taken into analysis:
zinc level (tertile), year of birth, age at blood draw (<40 years, 40-49.9 years =50 years),
oral contraceptive use (yes/no), hormone replacement therapy use (yes/no), smoking
history (current, former never), and BMI (<23.0 versus >23.0). All statistical analyses were
performed using SAS, version 9.4.

3. Results

The study group consisted of 989 women diagnosed with a BRCAI mutation. The
patients were followed up for an average of 6.75 years, during which time 174 new cancers
were reported (121 cases of breast cancer, 29 cases of ovarian cancer, and 22 cancers at other
sites). The characteristics of the study group are presented in Table 1.
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Table 1. Group characteristics.

N =989
Age at enrollment
<30 years 775 (78.36%)
=50 years 214 (21.64%)
Smoking
never 720 (72.80M%)
ever 264 (26.69%)
missing data 5 (0.51%)
Hormaonal therapy
never 720 (72.80M%)
ever 263 (26.59%)
missing data 6 (0.61%)
Oophorectomy
no 413 (41.76%)
yes 576 (58.24%)
missing data 0 (0.00%)
Oral Contraceptive use
never 501 (50.66%)
ever 481 (48.64%)
missing data 7 (0.70%:)
Diabetes
no 880 (88.98%)
yes 62 (6.27%)
missing data 47 (4.75%)
Body Mass Index (kg ,’mz}
<18.5 56 (5.66%:)
18.5=249 553 (55.92%)
25.0-209 237 (23.96%)
=300 95 (9.61%)
missing data 48 (4.85%)
Dietary supplements usage
never 500 {50.56%:)
ever 489 (49.44%)
MNew cancer site (n = 174) (by the first cancer)
breast 122 (70.11%)
ovarian 29 (16.674%)
bladder 2 (1.15%)
cervix 3(1.72%)
colon 2 (1.15%)
kidney 1 (0.57%)
leukemia 2 (1.15%)
lung 3 (1.72%)
pancreas 1 (D.57%)
salivary gland 1 (0.57%)
SAFCOMa 1 {0.57%)
site unknown 1(0.57%)
skin 1 (0.57%)
thyroid 3 (1.72%)
urothelial 1 (0.579%)
abdomen=CSU 1(0.57%)

The distribution of zinc levels in the cohort is presented in Figure 1.
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Figure 1. The distribution of values of zinc levels in blood among BRCA1 carriers. Features of normal
distribution can be seen. The largest number of patients had blood levels close to the mean value
(61 pg/cL) in the entire group; n—number of patients.
3.1. Breast Cancer

There was no statistically significant correlation between blood zinc levels and breast
cancer risk in BRCAT carriers (Table 2). For women with zinc levels in the lowest tertile, the
hazard ratio was 0.88 (95% CI 0.60 to 1.29; p = 0.51) compared to those with zinc levels in
the top two tertiles.

Table 2. The hazard ratio for breast cancer according to zinc level (tertiles).

Variabl Breast Cases/ Univariate Multivariate *
e Total HR (95% CI) P HR (95% CI) P
Zinc ug/L
<5797 38/329 1 1
5797-6433 51/329 1.38 (0.91=2.10) 0.13 1.39 (0.90-2.12) 0.13
>6433 34/331 090 (0.57-1.44)0.67  0.91 (0.57-1.47) 0.70
Total 123/989
Zine
<5797 38/329 1 1
>5797 85/660 1.14 (0.78=1.67) 0.51 1.15(0.78=1.70) 0.48
Year of birth
<1965 38/239 1 1
January 1965-1975 28/224 0.79 (0.49-1.29) 0.35 0.61 (0.26=1.41) 0.25
January 1975-1985 43/337 0.85 (0.55-1.31) 0.45 0.66 (0.20-2.16) 0.49
1985 14/189 0.58 (0.31-1.07) 0.08 0.40(0.11-1.44) 0.16
Age at blood draw (years).
<40 62/566 1 1
40.01-50 30/216 1.22 (0.79-1.90) 0.36 1.55 (0.65=3.73) 0.32
>50 31/207 128 (0.83-1.79) 026  1.18 (0.36=3.90) 0.78
Oophorectomy
No 30/413 1 1
Yes (time-dependent) 93/576 0.87 (0.61-1.26) 0.46  0.64 (0.39-1.03) 0.07
Oral contraceptive use
No 59/502 1 1
Yes 64 /481 1.10 (0.78-1.57) 0.58 1.22 (0.83-1.78) 0.32
HRT
No 91/720 1 1
Yes 32/263 0.82(0.55-1.23) 034 (.78 (0.50-1.78) 0.32
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Table 2. Cont.
Variables Breast Cases/ Univariate Multivariate *
Total HR (95% CD P HR (95% CI) P
Smoking
No 59/553 1 1
Current 35/222 1.52 (1.00-2.31) 0.05 1.51 (0.99-2.30) 0.06
Former 29/209 130 (0.83-2.03) 025  1.22(0.78-1.92) 0.38
BMI at blood taken
<median (23.05) 63/464 1 1
>median (23.05) 57/477 0.84(0.59-1.21)035 (.77 (0.53-1.14) 0.19
Missing 3/48

* Adjusted by all the variables listed in the left column.

The distribution of zinc levels in breast cancer cases is presented in Figure 2.
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Figure 2. Zinc levels in blood among breast cancer cases. Features close to normal distribution can be
seen. The largest number of patients had blood levels close to the mean value (61 pg/cL) in the entire
group; n—number of patients.

3.2. Ovarian Cancer

Initially, unaffected women with a blood zinc level below 5797 ug/L had an increased
risk of ovarian cancer, compared to women with a blood zinc level greater than 5797 (tertile
1 versus tertiles 2/3; adjusted HR = 1.95 95% CI 0.92 to 4.14), but this was not significant
(p = 0.08). Among those women with zinc levels in the lowest tertile, the 10-year cumulative
risk of ovarian cancer was 6.1%. Among those with zinc levels in the top two tertiles, the
10-year cumulative risk of ovarian cancer was 4.7% (Table 3).

Table 3. Hazard ratios (HRs) for ovarian cancer by zinc level (tertiles).

Variables Ovarian Cases/ Univariate Multivariate *
Total HR (95% CI) P HR (95% C) P
Zinc pg/L
<5797 13/259 1 1
5797-6432 6/261 045 (0.17-1.19) 0.11  0.40 (0.15-1.07) 0.07
>6433 10/262 0.76 (0.33-1.74) 0.52 0.63 (0.27-1.47) 0.28
Total 29/782
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Table 3. Cont.

Variables Ovarian Cases/ Univariate Multivariate *
Total HR (95% CD P HR (95% CI) P
Zn < 5797 13/259 1 1
Zn > 5797 16/523 0.61 (0.29-1.26) 0.18 0.51 (0.24-1.09) 0.08
Year of birth
<1965 10/101 1 1
January 1965-1975 9/164 0.49 (0.20-1.22) 0.13 0.94 (0.07-12.1) 0.96
January 1975-1985 9/328 0.25 (0.10-0.64) 0.003  0.28 (0.02-4.82) 0.38
>1985 1/189 0.06 (0.01-0.50) 0.006 0.05 (0.00=1.59) 0.09
Age at blood (years)
<40 14/556 1 1
40.01=50 5/129 1.53 (0.55-4.23) 0.42 0.46 (0.12-1.72) 0.25
>50 10/97 4.49 (1.99-10.1) 0.0003 1.10 (0.07-18.0) 0.95
Oral contraceptive use
No 18/374 1 1
Yes 11/402 0.54 (0.25-1.14) 0.10 0.79 (0.35-1.83) 0.59
HRT
No 26/662 1 1
Yes 3/154 0.40 (0.12-1.32) 0.13 0.33 (0.10-1.10) 0.07
Smoking
Never 12/447 1 T
Current 7/176 1.46 (0.58-3.71) 0.42 1.40 (0.55-3.60) 0.48
Former 10/154 253 (1.09-5.85) 0.03 2.23(0.93-5.32) 0.07
BMI at blood draw
<23 11/396 1 1
>23 16/339 1.70 (0.79=3.65) 0.18 1.06 (0.45-2.49) 0.90
Missing 2/47

* Adjusted by all the variables listed in the left column.

The distribution of zinc levels in ovarian cases is presented in Figure 3.
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Figure 3. Zinc levels in blood among ovarian cancer cases. Features of the normal distribution cannot
be seen (probably due to the low number of ovarian cases); n—number of patients.

3.3. All Cancers

Among all the 989 women, 174 developed cancers in the follow-up period. Overall,
those women with zinc levels in the bottom tertile had a modestly increased risk of any
cancer, compared to those in the top two tertiles (HR = 1.10; 95% CI 0.80 to 1.52). If we
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exclude breast or ovarian cancer, women with zinc levels in the bottom tertile had a similar
risk of cancer, compared to those in the top two tertiles (HR = 1.00; 95% CI 0.70 to 1.42).
There were too few cancers at other sites to provide site-specific hazard ratios for these.

4. Discussion

Our results demonstrated a modest and non-significant association between a low
blood zinc level and an increased risk of ovarian cancer in unaffected BRCA1T carriers. Ini-
tially, unaffected women with blood zinc levels > 5797 ug /L exhibited a twofold reduction
in the risk of ovarian cancer compared to women with blood zinc levels < 5797 (HR = 0.51
95% CI: 0.24-1.09), although this did not reach statistical significance (p = 0.08). There was
no association between zinc levels and breast cancer or other cancers.

Zinc serves as a critical cofactor for enzymatic activities such as dehydrogenases,
peptidases, and zinc finger domains. Zinc is involved in a number of reactions necessary
for the proper functioning of the human body (Table 4).

Table 4. The effect of zinc on carcinogenesis.

Essential Component

Zine Is Crucial for More than 900 Transcription Factors (i.e., ZF DNA-Binding Domains),
300 Enzymes (i.e.,, CuZnSOD; DNA Repair Proteins) [42]

Enzymatic functions,
impact on DNA,
gene expression,

nucleic acid synthesis,

and genome stability

Zine plays a key role in the activity of many enzymes, including those involved in DNA repair and
control of cell growth. Zine regulates gene expression via ZF transcription factors (DNA repair genes)
[43]. Zinc deficiency is associated with the generation of single-strand breaks on DNA and affects
repair ability [10]. Both BER and NER systems contain ZFP and other zinc-related proteins [11].
Moreover, affects DNA by being a part of the repair process, chromatin structure, replication, and
transcription [11,12] and acts against oxidation DNA damage [10].

Apoptosis

Caspases are activated by Zn; they are involved in the process of apoptosis.

Zn affects a number of signaling pathways (involved in apoptosis), Le., p53 and heat shock pathways.

Zn modulates the ratio between Bel-2 family proteins and by them regulates apoptosis.

Detoxification

Metallothionein, a protein binding diverse metal ions (e.g., Cd, b, Zn, and Cu), helps regulate metal
ion levels in cells, forming stable complexes that aid in eliminating these metals from the body, thus
protecting against harmful effects [44]. Additionally, it neutralizes ROS by contributing to cell
protection from oxidative stress and preventing damage [45].

Immune response

The lack of this element may compromise immune responses, potentially contributing to cancer
development. It plays a role in the cytolytic activity of T lymphoeytes [13].

Antioxidant function

As part of the CuZnSOD enzyme, it acts as a key defender against ROS attacks. It serves as an
antagonist to redox-active transition metals, such as Fe and Cu, preventing the oxidation of
sulfhydryl groups in proteins. This protective role extends to sulfhydryl-containing proteins like
tubulin and ZFF, as well as alanyl tRNA synthetase, guarding against thiol oxidation and disulfide
formation and providing protection against free radicals [6=9].

Regulation of
signaling pathways

Zn®t regulates signaling pathways in both directions through among others p38 and regulation of
histone acetylation and ZFP. Zinc-deficient cells are unable to maintain normal p53 expression [46,47].

Regulation of
inflammation

Zn?* inhibits inflammation through suppression of Nf-kB [14].

BER—base excision repair; Cd—cadmium; CuZnSOD—copper—zine superoxide dismutase; NER—nucleatide
excision repair, Pb—lead, ROS—reactive oxygen species, Fe—iron, ZF—zinc finger ZFP—zinc finger protein;
Zn—zinc.

The recommended daily value of zinc is 11 mg for men and & mg per day for women.
Thus far, there has been no suggested blood zinc level; however, the recommended concen-
tration of zinc in serum or plasma typically ranges from 800 to 1200 meg/L.

Zinc can be absorbed through several pathways, including passive diffusion and
absorption in the digestive tract, regulated by transporters [48]. The bicavailability of zinc
in the digestive tract increases in the presence of citric acid and decreases in the presence of
iron, calcium, phosphorus, fiber, and phytate [19]. Individuals with a vegetable-rich diet
may exhibit lower zinc absorption rates. For example, legumes contain a relatively high
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amount of zinc (Table 5), but the presence of phytate, which inhibits the absorption of zinc,
results in less of this element being supplied to the body than in the case of providing the
same amount from animal foods [50].

Table 5. The average content of zinc and DV in selected foods with favorable bicabsorption.

Food Zinc Content Per 100 g Daily Value
Shellfish (Oysters) 393 mg 300-413%
1. Alaska King Crab 2. Shrimp, mussels 1.7.62mg2. 1.6 mg 1. 69-95% 2. 15-20%
1. Nuts (i.e., almonds). Seeds 2. Sunflower 3. Hemp 1.5.78mg2. 529 mg 3. 434 mg 36-63%
1. Red meat (beef) 2. Offals 3. Poultry (chicken breast) 1. 479 mg2. 1.7 mg 3. 0.68 mg 1. 38=55% 2. 13=15% 3. 5%
1. Cheese 2. Eggs 3. Milk (1 cup) 1.3.74mg2 and 3. 1 mg 1. 30-40% 2. and 3. 5-13%
Fish (1. Salmon 2. Flounder/sole) 1.05mg?2. 032 mg 3-4%

There have been 18 published prospective studies on the correlation between cancer
risk and zinc [5,15-31]. There are numerous publications that demonstrate a correlation
between zinc and cancer risk [32—11]. However, these are retrospective papers, and for this
reason, they were not analyzed further in our publication.

We found 18 prospective studies about zinc and cancer risk (Table 6). Of these, there
were eight papers on colorectal, five on prostate, two on breast, two on pancreatic, one on
hepatocellular, one on lung, and one on kidney cancer. Among them, 13 showed a positive
correlation between low zinc levels in the blood and cancer risk, but the remaining 7 did
not show a statistically significant result. In most studies, the exposure data were based
on questionnaire information about intake. The exception is one prospective study [15], in
which zinc levels were measured in serum and urine.

Table 6. Prospective studies on cancer risk.

Neo. Cohort Eollow-Dp Results Other Relevant Findings Ref.
(Years)
Better results were achieved in men
3 OR = 0.86; 95% CI = 0.74; 0.99]. Zinc
o Elevated plasma zinc levels were [ P! S
Lu Cases (n = 440) 4 i A sed risk of lung levels in individuals who developed 1221

cancer had lower plasma zinc levels
compared to the healthy cohort
(1183.13 vs. 127548 p = 0.019).

Contral (n = 1520) cancer OR = 0.89 (95% Cl: 0.79-0.99)

No significant associations were
detected between zinc levels, whether
measured in serum or obtained from

dietary sources prior to diagnosis,
and the risk of breast cancer. The

Furthermore, no distinct associations
were observed between zinc and any

Cases (n=1186) characteristics of breast cancer. The

Br Control (n = 1186) 19 adiuste'd odds ral‘io (OR) ff&r I?mast kappa value of 0.025 (p = 0.022) [19]

cancer in serum zinc quartile 4 (Q4) indicated 2 ont Betwedi:

compared to quartile 1 (Q1) was 1.09 poo greem 2

(95% Cl: 0.85=1.41), while for zinc serim zing anid zinc infake.
intake, the OR for Q4 versus Q1 was
0.97 (95% Cl: 0.77-1.23).
High levels of Zn were associated with a reduced risk of breast cancer

Br Cases (n = 496) > OR = 0.56 (95% Cl: 0.33=0.95; p = 0.031) for women with zinc levels in the [15]

Control (n = 496) highest tertile in both plasma and urine compared with the lowest. The risk

remained consistent regardless of the ER/PR/HER?2 status.
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Table 6. Cont.
Neo. Cohort Fallow Up Results Other Relevant Findings Ref.
(Years)
The calculated Cu/Zn ratio
demonstrated a positive correlation
I the case of hepatocellular with HCC (OR = 4.63; 95% CI:
. 1.41=15.27, p = 0.0135).
carcinoma (HCC), there was a strong .
. - . Furthermore, each 20 pg/dl increase
Cases (n = 106) inverse relationship observed R . - .
HCC 6.5 . in circulating zinc was associated [17]
Control (n = 106) between the highest and lowest X T N
. . with a 45% reduction in HCC risk
tertiles for zine levels (OR = 0.36; 95% -
CL 0.13-0.98, p = 0.0123) (OR = 0.55; 95% CI: 0.39=0.78) in
- e p=U . model 1 and a 47% reduction
(OR = 0.53; 95% CI: 0.33-0.84) in
model 2.
However, in multivariate-adjusted
models, zine intake was not
significantly associated with CRC risk
c among men; the coefficients for the
g highest quartile versus the lowest
W (n = 498) The quartile of men with the highest ghest quartl
. L quartile of zinc intake were HR = 0.77
M (n= 789) zine intake had (HR = 0.77; 95% CI: .
CRC Control: 5 0.57-0.85) reduced risk of CRC 95% CI: 0.58-1.03 for colorectal [23]
W in = dd S?S) : B cancer, HR = 0.76 95% Cl: 0.54=1.07
M [(2 _ 33'932} AMmOng men. for colon cancer and HR = 0.80 95%
o ClL: 0.49=1.32 for rectal cancer.
In women, there was no significant
association between zine intake and
CRC risk in any of the models.
The results showed a trend toward
Cases: . .
W (n = 192) lower zinc values (mg,/day) in cancer
M [n: 341) W 152 No statistically significant correlation  cases compared to controls, but these
CRC - . between dietary intake of zinc and results were not statistically [18]
Controls MO3 the risk of col N ienifi i
W (n = 72,593) risk of colon cancer. significant (104 = 1.0vs. 105+ 1.1
M (n =59 for women and 12.2 + 1.3 vs.
(n = 59,636) 12.3 £ 1.4 for men).
An inverse association with cancer : C'_chper w;;also slﬂtjstic;ll}lrlm
CRC Cases (n = 966) 911 risk was observed for higher levels of Sclgm an:::‘lc ra;(??:?:ﬁitij::cly 151
Controls (n = 966) zine (OR = t].l’fl; 35;;(:[: 0.43=0.497; a P ted with CRC (OR = 1.70; 95%
p=0L0a0. Cl: 1.20-2.40; p = 0.0005).
High dietary zinc intake may
decrease the risk of colon cancer
Controls (proximal and distal).
(n=34,708) Multivariable RR=0.358 (CL: 0.17=0.74; The inverse association with zinc
CRC Cases—proximal 15 p=0.01) Qompared referent qu?ﬂile intake was stronger among women [24]
(n =438) vs. the highest intake for proximal who consumed alcohol than among
Cases—distal colon cancer. those who did not.
(n=303) Zine intake was also associated with
a decreased risk of distal colon cancer
(RR = 0.55; CI: 0.30~1.02; p = 0.03).
Cases I.n m_rnpa.ri.ng the Iughesl quartile [.Q:l} _wilh the lowest quartile (Q1) of dietary
W (1 = 1079) zine intake, the multivariable relative risks (RRs) were 0.86 (95% CL: (0.73=1.02)
M(n - 1035) for colorectal cancer, 0.92 (95% Cl: 0.76=1.11) for colon cancer, and (.68 (95% Cl:
CRC Co;art 22 0.47-0.99) for rectal cancer. The notable inverse association observed between  [25]
W (n = 121,700) dietary zine intake and the risk of rectal cancer was predominantly influenced
M (n = 51,520) by data from women, although the difference in the sex-specific results did not

reach statistical significance.
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Table 6. Cont.
Neo Cohort Fo(l‘l‘:;vr;lijp Results Other Relevant Findings Ref.
There were no significant results for ~ ** statistically significant association
high and low zﬁ intake among was observed between a low overall
intake of vitamin E, seleni
Cases (n = 990) smokers and CRC (HR=138;95% CL: 2 OV amn & e enit
CRC Cohort 13 1.14-1.68; p = 0.28). There were alsa ‘g A [26]
(n =54,208) no results for non-smokers, and the r:: Lrlcu:;!‘g a.r{dsz :ﬁnumﬂ;han lz:;:
effect was even less significant _ ppleme o
(HR = 1.10; 95% CI: 0.9-135) increased risk of CRC compared to
o I those with a high intake.
Moreover, in comparison to
individuals who never used zine
Men who used zine supplements for supplements, men who consumed
Cases 15 years or more had an elevated risk more than 75 mg/day of
Pr (rn = 6Y9B0) 283 of fatal prostate cancer (HR: 1.91, supplemental zinc exhibited an 1271
Controls : 95% CI: 1.28=2.85, p < 0.001) and increased risk for lethal prostate o
(n =47,240) aggressive prostate cancer (HR: 1.55, cancer (HR: 1.76, 95% CI: 1.16=2.66,
95% CI: 1.03=2.33, p = 0.004). p=0.001) and aggressive prostate
cancer (HR: 1.80, 95% CI: 1.19=2.73,
p = 0.006).
5Gr: Using zinc supplements for ten years ﬁ;ﬁx’:ﬁ?ﬁf?ﬁ :Smﬁ:;: mr:si:;tls
Cases (n = 1706) 1. =1 or longer was associated with a more cancer carcinogenesis {DHP— 1.9;
- 2,14 than twofold i in the risk of C o
Pr Controls /01 Inerease M e MSK 0. 95% CI: 1.0-3.6; p = 0.6=0.8). In these  [25]
(n = 2404) %. 50 advanced prostate cancer (RR = 2.3, analyses, the (OR = 2.1, 95% C:
- 4 10-14 95% Cl: 1.1-5.0) compared with no ¥ 'f S ’f :
5. >15 Zine use 1.1-4.1) for using zinc for =10
= ) remained significantly elevated.
The results showed that excessive
high=dose supplementation
Cases =100 mg/day increased the risk of
= 2901, of the The use of zine supplements for a advanced breast cancer ER =2.29
Pr [na:iv g 01 ﬂ;;n n duration of 10 years or more in men (95% CI = 1.42=3.95; p < 0.001). [29]
Controls was associated with a relative risk of This study demonstrated that -
(n _:6 974) 2.37 (95% CI = 1.42=3.95; p < 0L001). prolonged intake of excessive
’ amounts of zinc supplements
may lead to elevated
carcinogenic processes.
Adequate zine supplementation
An average 10-year intake of zinc (15 mg/day for ]q years) wag linked
Cases supplementation > 15 mg,/day, when toa d;:ctmascd rlslt_?: fldl'.'amlcled
(n = 832, of them compared to non-supplementation, ihvz?z:ol:‘ ‘:i:::g:; i(;l;h:;::;gsis
Pr advanced 123) 35 did not show a statistically significant ' [30]

Controls
{n =34,410)

association with an overall reduced
risk of prostate cancer (HR = 0.82;
95% CL: 0.58-1.14; p = 0.44).

n = 123) compared to no
supplementation (HR = 0.34;
95% CI = 0.13=1.09; p = 0.04). Dietary
zine, however, did not show an
association with prostate cancer.
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Table 6. Cont.
Neo Cohort Fallow Up Results Other Relevant Findings Ref.
(Years)
There was no indication supportinga  However, the authors noted a hint in
reverse correlation between serim the results specific to ethnicity
zinc levels and the risk of prostate suggesting a potential rise in risk. In
cancer. The average serum zinc ethnicity-specific analyses, positive
Cases or_moenﬂ'atians showed no significant associations were idcmiﬁcd. in
Pr (n = 392) 5 difference between cases (949 ug/dL)  Japanese st\mcnca.ns (odds ratio for [16]
Controls (n = 783) and controls (93.9 }Lg/[jL.} (p=0.42). ) the highest vs. the lowest
Moreover, no association was tertile = 2.59, 95% CL: 1.09=6.17) and
observed between serum zine levels Latinos (odds ratio = 2.74, 95% CI:
and prostate cancer, either in the 1.05=7.10), while no association was
overall analysis or when considering observed in African Americans
tumor stage/grade. and whites.
Cases . . - L )
(h = 229) I_'.l_n_‘tar_',r zinc was fOLII:Id to be positively correlated with kidney cancer risk; the
Ren Controls 20.1 highest quartile relative to the lowest (Q1 vs. Q4 HR = 1.74; 95% CL: 1.02-2.97;  [31]
= 63,008) p=0033).
There were inverse non-significant
Cases (n=49) correlations in this case between the
Pan Controls 10 lowest quartile and the sum of the [20]
(= 3970) three higher for zine (HR = 0.91, 95%
Cl0.44 to 1.91, p=0.81).
No association was observed
Cases (n = 184) between zinc use and the incidence of
Pan Controls 7.1 pancreatic cancer (Q1 vs. Q3 [21]
(n = 77,446) HR = 0.94; 95% CI: 0.52=1.71;
p=098).

Br—breast cancer; CRC—colorectal cancer; Gr—groups; HCC—hepatocellular cancer; M—men; Neo—malignant
neoplasm; Lu—Ilung; Pan—pancreas; Pr—prostate; Ref —reference; Ren—kidney; W—women.

In another study [15], in addition to the association with zinc and copper levels, the
strongest correlation was shown between the highest quartile Cu/Zn ratio in serum and
urine (OR, 2.37; 95% CI, 1.32—4.25). Even for serum alone, the ratio was better than for
each micronutrient separately (OR—1.75; 95% ClI: 1.21-2.54). Elevated copper and low zinc
levels are the most common trace metal imbalances encountered in the human body [51].

Zing interacts with the human body through a variety of mechanisms, which are
crucial for its proper functioning. This is, for example, evidenced by the fact that met-
alloprotease activity mediates every stage from (ovarian) tumor formation to metastatic
implantation [52].

The results of this study have several potential clinical implications. If confirmed,
the evaluation of zinc levels and the levels of other microelements in the blood of BRCA1
carriers may be used as a marker of the presence of early cancers and as a risk factor for
later cancer development. This information is potentially relevant for BRCA1 mutation
carriers who are considering preventive oophorectomies. Notably, our study revealed
that around 33% of women demonstrated low zinc values and would be candidates for
supplementation. In the future, blood testing and dietary advice and /or supplement use
might be used to optimize zinc levels among BRCAT carriers.

In summary, our study did not prove that blood zinc levels are associated with the risk
of cancers among BRCA1 carriers. However, there was a suggestive association between
low zinc levels and a higher risk of ovarian cancers. It is important to perform further
investigations and observations on a larger number of carriers and with longer follow-ups.
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5. Conclusions

In summary, our preliminary study does not confirm an association between serum
zinc levels and cancer risk in BRCA1 mutation carriers. We hypothesize that zinc levels may
predict lower risks of ovarian cancer, but the correlation was not statistically significant.
Further studies are needed. Additionally, there is a need to generate results with women
with other genetic mutations.
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levels did not significantly correlate with overall cancer risk, those women with a Zn/Cu ratio above
6.38 experienced a significantly lower cancer risk than women with a ratio below this cut-off point.
This suggests that the Zn/Cu ratio may be a valuable biomarker for cancer prevention in this high-risk
group. Given the increased cancer risk in BRCA1 mutation carriers, optimizing Zn and Cu levels
through dietary and active interventions could provide a preventive strategy.

Keywords: zinc; copper; blood levels; BRCA1; BRCA1 mutation; germline mutation; cancer risk;
breast cancer; ovarian cancer; propective cohort; modifiers

1. Introduction

The BRCAL gene plays a critical role in various physiological processes, including the
cell cycle and gene transcription [1] regulation, apoptosis [2], repair of double-strand DNA
breaks (DSBs), maintaining genomic stability, and protecting, repairing, and restarting
stalled and damaged replication forks (independently of DSB repair) [3]. Additionally,
BRCAL protects stressed replication forks from degradation by stabilizing RAD51 nucleofil-
aments [4].

Tumors in patients with BRCA1 mutations typically exhibit a loss of heterozygosity
(LOH) or other inactivating somatic alterations of the wild-type copy [5]. Mutations in
the BRCA1 gene often affect one of the two essential domains, RING or BRCT, necessary
for homologous recombination (HR), causing HR deficiency. This disrupts the repair of
DSBs, leading to genomic instability, which drives oncogenesis and cancer proliferation.
BRCAI-mutated tumors rely on alternative repair mechanisms due to impaired HR [6].

Women with BRCA1 mutations have an increased lifetime risk of various cancers,
including breast cancer (up to 70%) and ovarian cancer (up to 40%) [7]. Additionally,
there is an increased risk of developing a second primary breast cancer within 10 and
20 years by 20-30% and 40-50%, respectively [7]. The risk for esophageal, pancreatic,
and stomach cancers is also approximately three times higher compared to the general
population (RR = 2.9, RR = 3.34, and RR = 3.69, respectively) [8-10]. An increased risk of
colorectal cancer before age 50 has also been observed [11].

Further understanding of the underlying mechanisms of cancer development among
BRCALI carriers may provide valuable insights into modifiable determinants and preven-
tion strategies.

Besides the influence of inherited mutations on the incidence of cancer, women with
a pathogenic BRCA1 mutation have various non-genetic modifiable factors. These fac-
tors include age, family history, breastfeeding [12], prophylactic procedures (salpingo-
oophorectomy, mastectomy [13], and tubal ligation [12,14]), hormone (such as contra-
ceptives) [12,15] or replacement therapy, tamoxifen [16], late age at menarche [17] and
menopause [18], fertility treatment [19], exposure to radiation, chronic infections and
inflammations [20], and lifestyle habits (like alcohol, coffee consumption [21], smoking,
physical activity, dietary energy intake [22], BMI [23], and dietary components (variety of
vegetables and fruits [24], including elements [25-27])).

Among the elements, we can distinguish zinc and copper. Zinc’s anticancer properties
are generally attributed to its antioxidant capabilities and its role in shielding cells from
oxidative stress. It plays a crucial role in regulating essential processes involved in cancer
progression, such as DNA repair, gene expression, and programmed cell death [27]. Copper
remains vital for cellular metabolism, participating in various physiological functions,
including antioxidant reactions and mitochondrial respiratory chain activity. In the dis-
cussion of this paper, we further describe the antioxidant properties of zinc and copper
and the potentially harmful effects of deficiency and excess, which may be involved in
tumorigenesis. The zinc-to-copper ratio is associated with oxidative stress, inflammation,
and hormones [28,29]. In addition, the ratio of zinc to copper correlates with the modula-
tion of immune defense, growth stimuli, and a response to stress. The Zn/Cu ratio is also
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presumed to be associated with the body’s repair attempts in old age [29]. The levels of
Zn and Cu are tightly controlled by compensatory mechanisms designed to maintain their
stability within specific ranges of nutritional intake. Studies published to date indicate that
a form of redox balance exists between zinc and copper, which is reflected in the ratio of
these elements.

The study of zinc and copper ratios in the blood has been ongoing for over 50 years [30].
Previous research has evaluated blood/serum levels of zinc and copper in a prospective
manner concerning cancer risk [31,32] and survival [33,34]. Prospective studies on cancer
risk using zinc and copper status and their ratio in the blood are sparse in current literature.
In the literature, we identified three prospective studies that measured blood levels of
zinc and copper and their ratio to evaluate cancer risk. All of these studies [31,32,35] were
case-control studies conducted within a large prospective multicenter cohort (EPIC), with
one specifically investigating breast cancer risk [35]. To the best of our knowledge, there are
no prospective studies examining the BRCA1 Zn/Cu ratio and its association with cancer
risk. This gap in research has encouraged us to conduct a prospective study on BRCA1
mutation carriers to determine if the Zn/Cu ratio can be a useful preventive biomarker in
this population.

2. Materials and Methods

The study subjects were 989 initially unaffected adult women who received genetic
counseling and testing between 2011 and 2017 at the Clinical Hospitals of the Pomeranian
Medical University in Szczecin, Poland, or at associated hospitals or outpatient clinics.
Patients were seen at these facilities for the period specified and were enrolled in the study.
At the first study visit, a fasting blood sample was collected from each study participant to
be used for genetic testing for BRCAT mutations. For analysis, 10 mL of peripheral blood
was collected into a vacutainer tube containing ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
from all study participants. All blood samples were collected between 8 am. and 2 p.m.
and stored at —80 °C until analysis.

Participants were included in this study if a deleterious BRCA1 variant was detected.
Medical charts were reviewed for date of diagnosis, age at enrollment (<50/>50), ovary
removal (yes/no), smoking status (ever/never), contraceptive use (ever/never), diabetes
(ves/no), dietary supplements (ever/never), hormonal therapy (ever/never), and BMI
(<18.5/18.5-24.9/25.0-29.9/ >30.0).

This study was conducted in accordance with the Helsinki Declaration and with
the consent of the Ethics Committee of the Pomeranian Medical University in Szczecin
under the number KB-0012/73/10 on 21 June 2010. All participants provided written
informed consent.

2.1. Measurement of Blood Zinc and Copper Level

The blood samples were obtained from fasting individuals through venipuncture
using the Vacutainer® System (BD #368381, Plymouth, UK). Blood was carefully divided
into new cryovials and then frozen at —80 °C until analysis.

The elemental composition of the samples was determined using the inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) technique with the NexION 350D instrument
(PerkinElmer, Norfolk, VA, USA). The KED (Kinetic Energy Discrimination) mode was
employed for element determination, and rhodium was used as an internal standard to
compensate for instrument drift and matrix effects. Detailed information regarding the
specific parameters of the NexION 350D instrument used in the measurements can be
provided upon request. During analysis, the blood samples were diluted 40-fold with a
blank reagent (70 uL of blood: 2730 uL of buffer).

The blank reagent used consisted of high-purity water (>18 M()), TMAH (AlfaAesar,
Kandel, Germany), Triton X-100 (PerkinElmer, Shelton, CT, USA), EDTA (Merck, Darmstadt,
Germany), and ethyl alcohol (Merck, Darmstadt, Germany).
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Calibration curve standards were prepared by diluting the stock solution of 1000 pg/mL
zinc and copper Standard (PerkinElmer Pure Plus, Shelton, CT, USA) with the blank reagent.
The calibration method used was matrix-matched, and the correlation coefficients for the
calibration curve were always greater than 0.999.

The accuracy and precision of the measurements were evaluated using certified ref-
erence materials (CRM): ClinChek® Plasmonorm Whole Blood Level 1 (Recipe, Munich,
Germany) and Seronorm Whole Blood Level 2 (Sero, Norway). Technical details, plasma
operating settings, and mass spectrometer acquisition parameters can be provided upon
request. The testing laboratory participates in an independent external quality assessment
scheme, QMEQAS (Quebec Multielement External Quality Assessment Scheme), organized
by the Institut National de Santé Publique du Québec.

2.2. Statistical Analysis

All study participants were assigned to one of three categories (tertiles) depending on
their zinc and copper levels. Patients were followed from the date of blood draw until the
development of cancer or the date of the last follow-up. To estimate the hazard ratios (HRs)
for cancer risk according to the zinc and copper tertile, univariable and multivariable Cox
proportional hazards regression analysis was performed. The reference levels for zinc and
copper were taken as the lowest tertile. In the multivariable models, the following variables
were taken into account: zinc and copper level (tertile), age at blood draw (<50 vs. >50),
oral contraceptive use (yes/no), hormone replacement therapy use (yes/no), smoking
history (yes/no), oophorectomy (yes/no), and BMI (<18.5/18.5-24.9/25.0-29.9/>30.0).
Due to missing data, 84 patients were excluded from the statistical analysis.

All statistical analyses were performed using the R statistical environment (R: A
Language and Environment for Statistical Computing, Vienna, Austria 2023).

3. Results

The study group consisted of 989 women with a BRCAI mutation. Among our cohort,
there were 559 women with ¢.5266dupC, n = 250 with c.181T/G, n = 50 with c.4035delA,
n = 18 with ¢.3700_3704delGTAAA, n = 14 with ¢.1687C > T, n = 12 with ¢.5251C > T,n=9
with c.66_67delAG (c.68_69delAG), and n = 9 with c.676delT; 68 women had other rarer
mutations. The women were unaffected at the time of inclusion in the study. The mean age
of enrollment (blood draw) was 44.0 years. The patients were followed up for an average
of 7.52 years, during which time 173 new cancers occurred in various organs (121 cases of
breast cancers, 29 cases of ovarian cancers, and 23 cancers at other sites). The characteristics
of the study group are shown in Table 1.

A total of 573 of the women had a risk-reducing oophorectomy at a mean age of
45.2 years. A total of 204 of the women had the oophorectomy prior to the blood draw and
369 women had the oophorectomy during the follow-up period.

In the study group, we compared the results of zinc, copper, and the zinc-to-copper
ratio using the calculated cut-off point (Figure S1 Supplementary Materials).

The associations between blood zinc levels and cancer risk in BRCA1 mutation carriers,
which we described in an earlier publication [27], did not show a statistically significant
reduction in the risk of any of the cancers; we observed tendencies, although not statistically
significant, for ovarian and breast cancers.

Similarly, outcomes of the analysis of copper levels in the blood showed a tendency to
reduce the risk of cancer with decreasing copper values (<863.33). However, the obtained
results were not statistically significant (Tables S1-53 in Supplementary Materials).

We observed that the value of their ratio after crossing a certain value became harmful
(Figure 1). Our observation showed that in the studied cohort of women, this established
cut-off point was 6.38. Values below this cut-off point were unfavorable and were associated
with an increased risk of cancer.
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Table 1. Group characteristics.

N =989
Age at enrollment
<30 years 75 (78.36%:)
=350 years 214 (21.64%)
Smoking
never 720 (72.80%:)
ever 264 (26.69%)
missing data 5(0.514%)
Hormonal therapy
never 720 (72.50%)
ever 263 (26,59%)
missing data 6 (0.61%)
Oophorectomy
no 413 (41,76%)
yes 576 (58,24%)
missing data 0 (0.00%)
Oral Contraceptive use
never 501 (50,66%:)
ever 481 (48,64%)
missing data 7(0,70%)
Diabetes
no 880 (88.98%)
ves 62 (6.27%)
missing data 47 (4.75%)
Body Mass Index (kg/m?)
<185 56 (5.66%)
18.5=24.9 553 (55.92%)
25.0=29.9 237 (23.96%)
=300 95 (9.61%)
missing data 48 (4.85%)
Dietary supplements usage
never 500 (50.56%)
ever 489 (49.44%,)
New cancer site (n = 174) (by the first cancer)
breast 122 (70.11%)
ovarian 29 (16.674%)
bladder 2(1.15%)
CErvix 3(1.72%)
colon 2 (1.15%)
kidney 1(0.57%)
leukemia 2(1.15%)
lung 3(1.72%)
pancreas 1 (0.57%)
salivary gland 1 (0.57%)
sarcoma 1 (0.57%:)
site unknown 1 (0.57%)
skin 1 (0.579%)
thyroid 3(1.72%)
urothelial 1(0.57%)
abdomen-CSU 1 (0.57%)

When we divided the group by using a cut-off point = 6.38, we achieved an almost
1.5-fold statistically significant reduction in the risk of any cancer (HR = 1.48; C1 = 1.07-2.04;

p = 0.018) (Table 2).
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Figure 1. Correlation of cancer risk with the ratio value of zinc-to-copper.

Table 2. Incidence of cancers with different organ localization in initially unaffected BRCA1 mutation

carriers according to zinc-to-copper ratio values.

New Cancer Univariable COX New Cancer Multivariable COX
New Cancer Frequency R 6o R Sk
Characteristic Overal, N=914' 0,N=763' 1,N=151" HR? 95% CI2 p-Value HR? 95% C1* p-Value
Zn/Cu ratio
i (“"’*’(“;}7;’3“""‘”3 540 (39%) 67(61%)  73(48%) = — - =
1: 0.00-6.37 (5.26) 374 (41%) 296 (39%) 78 (52%) 153 111,21 0.009 148 1.07,2.05 0mz?
Year of birth
<1965 233 (25%) 181 (24%) 52 (34%) — — — —
>1985 136 (15%) 129 (17%) 7 (4.6%) 027 012,059 0.001 027 0.09, 0.85 0.025
1965-1975 228 (25%) 188 (25%) 40 (26%) 0.79 052,1.19 03 088 044,178 0.7
1975-1985 317 (35%) 265 (35%) 52 (34%) 0.76 052,111 02 080 0.33,1.95 0.6
Age of blood draw
<40 548 (60%) 471 (62%) 77 (51%) — — — —
>50 175 (19%) 135 (18%) 40 (26%) 157 107,230 0.022 120 0.49,2.95 0.7
40-50 191 (21%) 157 (21%) 34 (23%) 125 084,188 03 1.00 054,188 >09
Oral contraception
no 454 (50%) 378 (50%) 76 (50%) — — — —
(5 460 (50%) 385 (50%) 75 (50%) 097 070,133 08 108 0.76,1.53 0.7
Hormonal replacement
therapy
no 659 (72%) 547 (72%) 112 (74%) — — — —
yes 255 (28%) 216 (28%) 39 (26%) 0.78 054,112 02 068 0.46, 1.00 0.050
Smoker
Never 517 (57%) 444 (58%) 73 (48%) — — - —
Current 207 (23%) 168 (22%) 39 (26%) 139 0.94,2.05 0.10 134 091,199 0.14
Former 190 (21%) 151 (20%) 39 (26%) 148 1.00,2.18 0.050 141 0.95,2.08 0.087
BMI
<185 539 (59%) 455 (60%) 84 (56%) — — — —
18.5-25.0 (reference) 54 (5.9%) 44 (5.8%) 10 (6.6%) 118 061,226 0.6 130 0.67,2.52 04
>30.0 92 (10%) 75 (9.8%) 17 (11%) 129 0.77,2.18 03 104 0.60,1.78 09
25.0-30.0 229 (25%) 189 (25%) 40 (26%) 112 077, 1.64 05 096 0.65,1.43 0.8
Adnexectomy
no 423 (46%) 331 (43%) 92 (61%)
yes 491 (54%) 432 (57%) 59 (39%)

! n (%). 2 HR = Hazard Ratio, CI = Confidence Interval.
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The tendency, although not statistically significant, was also present for breast cancer
and was associated with a more than 1.3-fold increased risk of breast cancer in the group of
women who had a Zn/Cu ratio value of less than 6.38 (HR = 1.31; CI = 0.90-1.93; p = 0.2)
(Table $4 in Supplementary Material).

The most pronounced, more than 1.75-fold, reduction of cancer risk was observed in
ovarian cancer, but this result was not statistically significant (HR = 1.78; CI = 0.77-4.11;
p = 0.2) (Table S5 in Supplementary Material).

4. Discussion

Essential elements play a crucial role in maintaining the body’s normal functions,
including anti-cancer protective mechanisms. Zinc and copper have been recognized as
influential in the occurrence of cancer. Understanding these influences is particularly
important for individuals with a heightened risk of cancer, such as BRCA1 mutation
carriers, who face a significantly increased lifetime risk of breast (up to 70%) and ovarian
(up to 40%) cancer. Thus, gaining insights into the factors influencing the remaining 30%
and 60% risks, respectively, for these malignancies is crucial.

Our earlier research, despite not demonstrating statistically significant reductions
in cancer risk associated with blood zinc levels in BRCA1 mutation carriers, indicated
trends [27]. Given zinc's recognized antioxidant effects and these observed trends, we
conducted further analyses, incorporating additional factors.

Zinc is crucial for maintaining DNA integrity and immune system function, as well
as possessing antioxidant properties that help reduce oxidative stress [36]. Its role in
inhibiting cell proliferation and inducing apoptosis in cancer cells makes it a valuable
component of cancer prevention strategies. Zinc is an essential cofactor for many proteins
involved in DNA repair, and its optimal level reduces the risk of further DNA damage
accumulation. Zinc affects the activity of enzymes and transcription factors regulating the
cell cycle and the function of proteins such as p53, which helps regulate the cell cycle and
prevent uncontrolled growth of cancer cells. It also stabilizes chromatin elements and DNA
repair proteins, which is key to maintaining genomic stability. Zinc protects cells from
damage caused by reactive oxygen species (ROS), reducing oxidative stress and decreasing
the risk of cancer development. Additionally, it is essential for the function of pro-apoptotic
proteins, which helps eliminate damaged cells that could lead to cancer formation. Studies
show that zinc supplementation has chemopreventive effects in the case of cancers. This
might be due to reduced inflammation and oxidative stress in patients who supplement
zinc [37-39].

The results obtained in our study showed that there is a tendency (not statistically
significant) of a potential benefit of maintaining low (<863.33) copper levels in BRCA1
mutation carriers. Copper is an essential element, but like a double-edged sword, both
elevated and decreased copper levels can pose risks, potentially exacerbating cancer devel-
opment. Copper showcases both advantageous (antioxidant) and harmful (pro-oxidant)
effects on cellular processes.

Copper exhibits several antioxidant properties critical for maintaining cellular health.
Firstly, copper serves as an essential cofactor for superoxide dismutase (SOD), an enzyme
that catalyzes the conversion of superoxide radicals into oxygen and hydrogen peroxide,
thereby reducing oxidative stress in cells [40]. Additionally, copper is necessary for the
synthesis of ceruloplasmin, a protein that not only scavenges free radicals but also facilitates
the transport of copper in the bloodstream [41].

Furthermore, copper participates in antioxidant pathways that protect lipids from
peroxidation, a harmful process where free radicals attack lipid molecules in cell mem-
branes [42]. Another crucial function of copper is its role in maintaining the balance
between oxidized and reduced forms of molecules within cells, which is essential for
proper cellular function and protection against oxidative damage [43]. Copper is a com-
ponent of ubiquitous and multifunctional metalloenzymes that facilitate the reduction
of molecular oxygen, a process vital for various physiological functions, as indicated in
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references [44,45]. These antioxidant properties underscore copper s significance in pro-
tecting cells from oxidative damage. The accumulation of copper in cancer cells manifests
in two distinct biological traits. On one hand, it can stimulate tumor development by
promoting cell proliferation, metastasis, and angiogenesis. On the other hand, it can also
induce programmed cell death in tumor cells, thereby impeding tumor progression. In
recent years, the terms “cuproplasia” and “cuproptosis” have emerged, explaining to some
extent the complex mechanisms of copper involvement in tumorigenesis [39]. Cuproptosis
involves mitochondrial copper directly attaching to proteins, leading to post-translational
modifications such as lipoylation. This process, through a complex interaction associated
with proteotoxic stress, leads to cell death. There is no research evidence to suggest that
these processes do not occur in BRCA1 mutation carriers.

Copper plays a crucial role in the anticancer and preventive mechanisms by inhibit-
ing angiogenesis, which is the formation of new blood vessels that tumors rely on for
growth [46]. This inhibition is achieved by reducing angiogenic factors like VEGF and FGF.
Additionally, copper promotes apoptosis in cancer cells by disrupting copper-dependent en-
zymes, leading to cell death. By targeting metalloproteins and inhibiting copper-dependent
enzymes like LOX [47] and SOD1, copper hinders processes like extracellular matrix remod-
eling [48]. It also modulates the immune system [49], enhancing its ability to recognize and
destroy cancer cells. In addition, copper can impact epigenetic modifications, potentially
restoring the expression of tumor suppressor genes and silencing oncogenes. It interferes
with the tumor microenvironment by inhibiting Matrix metalloproteinases (MMPs), which
are involved in extracellular matrix degradation. Copper inhibits oncogenic pathways like
PI3K/Akt and MAPK, which are crucial for cancer cell proliferation.

An imbalance in copper and zinc levels (elevated zinc and/or reduced copper) hin-
ders the antioxidant function of various enzymes [50]. Prolonged oxidative stress could
heighten the likelihood of developing breast cancer and impact the initial phases of cancer
development and advancement [51,52].

The copper-to-zinc ratio (Cu/Zn ratio) is believed to serve as a more precise predic-
tive indicator compared to individual copper or zinc levels [53]. An imbalance between
copper and zinc levels can lead to the overproduction of ROS, which in turn promotes
tumorigenesis [54]. Given the sensitivity of mitochondrial DNA to ROS, there may exist
a theoretical link between copper and zinc levels and mutations in mitochondrial DNA
in cancer cells [55]. A recent comprehensive analysis determined that an elevated Cu/Zn
ratio correlates with a heightened risk of breast cancer [56].

The interactions between zinc and copper within the human body are intricate, begin-
ning in the small intestine, where the intake and status of each element can influence the
absorption of the other [57]. They are crucial components of copper-zinc SOD (CuZnSOD),
pivotal for maintaining DNA stability and integrity to mitigate cancer development.

The literature often highlights the beneficial potential of maintaining an optimal
Zn/Cu ratio. However, prospective studies focusing on this ratio in cancer risk are limited.
Studies by Stepien et al., based on the European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition (EPIC) cohort, revealed significant associations between the Zn/Cu ratio and
colorectal cancer [32] and hepatocellular carcinoma risk [31].

The literature’s rationale prompted us to investigate the Zn/Cu ratio in our cohort. We
observed interdependence between zinc and copper levels, with low Zn often coinciding
with Cu deficiency and vice versa. By establishing a cut-off point of 6.38 for the Zn/Cu
ratio, we found that ratios below this significantly increased cancer risk, while values equal
to or greater than 6.38 represented an optimal range with relatively lower risks.

There is a lack of information in the literature on how catalysts (including SOD1)
differ in BRCA1 mutation carriers compared to the general population. However, since the
observed correlations between cancer risk and Zn/Cu ratio are similar between the general
population and our cohort, we can assume that these mechanisms described above can also
be valuable in BRCAI carriers.
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The tumor suppressor gene BRCA1 and its encoded proteins are vital for preserving
the integrity of the genome, playing a crucial role in repairing DNA double-strand breaks
through homologous recombination [58]. The primary model for cancer development
linked to BRCA1 mutations is based on the “two-hit” hypothesis, where one allele is lost,
and the other undergoes a loss-of-function mutation [59]. This mechanism forms the ba-
sis of the molecular pathogenesis of BRCAl-related cancers, with key factors including
genomic instability and oxidative stress [60]. Genomic instability arises from deficiencies
in DNA repair caused by BRCA1 mutations, particularly affecting homologous recombi-
nation, leading to the accumulation of DNA damage and an increased risk of oncogenic
mutations [61]. Additionally, the loss of BRCAI function is associated with chromosomal
aberrations like breaks, fusions, and translocations, further destabilizing the genome [58].
Cells with BRCA1 mutations often exhibit LOH, where the normal BRCAT1 allele is lost,
resulting in the complete loss of BRCA1 function in these cells [62]. Oxidative stress poses
a threat to genomic stability, with BRCAT1 playing a crucial role in regulating oxidative
stress as a defense mechanism in individuals without pathogenic variants. Mutation car-
riers are more vulnerable to the effects of ROS and the resulting oxidative DNA damage,
contributing to the development of cancer [63]. BRCA1 indirectly influences oxidative
stress regulation through the p53 protein, which responds to ROS-induced oxidative stress.
BRCA1 activates and stabilizes p53 [64], facilitating the p53-dependent transcription of
genes involved in DNA repair. Mutations in BRCA1 disrupt these interactions, reducing
the cell’s ability to effectively manage oxidative stress. Furthermore, BRCA1 is essential
for cell cycle checkpoints, particularly in response to DNA damage [65]. Acting as an E3
ubiquitin ligase, BRCA1 polyubiquitinates G2/M cell cycle proteins, marking them for
degradation and preventing their accumulation [66]. Mutations in BRCAT allow cells with
DNA damage to continue dividing, thereby increasing the risk of cancer development.

Considering these findings, addressing zinc deficiency through dietary changes or
supplementation may be advantageous. It is advisable to avoid factors known to elevate
copper levels, such as hormone replacement therapy and contraception [67].

Given our patients in the BRCA1 cohort, studies on the efficiency of active interven-
tions aimed at improving the Zn,/Cu ratio are strongly justified. While there are promising
trials in the literature actively targeting copper reduction, such interventions specifically
tailored to women with BRCAT mutations are currently lacking.

Our study has several limitations that need to be acknowledged. Firstly, the number
of BRCAT mutation carriers included in the study was relatively small, which could limit
the generalizability of the findings. Additionally, the patients were selected from cancer
genetics outpatient clinics, introducing a potential selection bias as most women were
referred due to a positive family history of cancer. This selection criterion may not represent
the broader population of BRCA1 mutation carriers. Furthermore, the observation period
could have been longer to capture more extended outcomes and trends. Another limitation
is the homogeneity of the studied population, which was primarily of a Polish genetic
background. This genetic uniformity may not reflect the diversity seen in broader, more
varied populations. Therefore, validation studies on additional groups and in various
populations are necessary to confirm the findings and ensure their applicability across
different genetic backgrounds and demographic settings.

Hence, there is considerable promise in expanded efforts targeting BRCA1, necessitat-
ing broader cohort inclusion, active intervention implementation, and clinical trials focusing
on prevention by optimizing the Zn/Cu ratio. Furthermore, it is crucial to recognize that
this relationship can serve both as a marker and a potential target for intervention.

5. Conclusions

There is a need to consider optimization of the levels of both elements, Zn and Cu. It
seems to be important in women at genetic risk (BRCA1 carriers) for cancers. The Zn/Cu
ratio may be a significant biomarker of cancer risk in this cohort.
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11. Suplement

Tabela S1. Czgsto$¢ wystepowania nowotworow o roznej lokalizacji narzadowej u wyjsciowo

zdrowych nosicielek mutacji BRCA1 w zaleznosci od stezenia miedzi we krwi.

Czynniki raki/ Jednoczynnikowy Wieloczynnikowy*
calos¢ HR (95%CI) P HR (95%CI) P
Stezenie miedzi
T1 508,25-863,33 45/258 1 1
T2 863,93-971,39 53/249 1,25 (0,84-1,86) 0,3 1,43 (0,95-2,14) 0,084
T3972,82-1914,47 56/257 1,21 (0,82-1,79) 0,3 1,18 (0,79-1,78) 0,4
Wiek podczas
pobrania krwi (lata)
<50 1
106/619 1
>50 2,64 (1,76-3,97)
49/145 1,69 (1,20-2,37) 0,002 <0,001
Srodki
antykoncepcyjne
Nie 781379 1 1
Tak 77/385 0,96 (0,70-1,32) 0,8 1,10 (0,79-1,54) 0,6
Hormonalna terapia
zastepcza
Nie 115/548 1 1
Tak 40/216 0,78 (0,54-1,11) 0,2 1,19 (0,79-1,54) 0,6
Palenie
Nie 112/563 1 1
Tak 43/201 1,12 (0,79-1,60) 0,5 1,16 (0,81-1,66) 0,4
Adneksektomia
Nie 1
92/332 1
Tak 3,25 (2,19-4,81)
63/432 2,08 (1,51-2,87) <0,001 <0,001
Suplementy
Nie 74/395 1 1
Tak 81/369 1,13 (0,83-1,55) 0,4 1,21 (0,88-1,67) 0,2
Cukrzyca
Nie 143/714 1 1
Tak 12/50 1,16 (0,64-2,09) 0,6 1,02 (0,55-1,90) >0,9
BMI w momencie
pobrania krwi
<18,5 10/44 1,16 (0,60-2,24) 0,7 1,19 (0,61-2,30) 0,6
18,5-25,0 85/455 1 1
25,0-30,0 42/190 1,15 (0,80-1,67) 0,4 1,12 (0,76-1,65) 0,6
>30 18/75 1,35 (0,81-2,25) 0,2 1,04 (0,67-2,04) 0,6
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Tabela S2. Czestos¢ wystgpowania raka piersi u nosicielek mutacji BRCA1 w zaleznosci od

stezenia miedzi we Krwi.

Czynniki Raki piersi/ Jednoczynnikowy Wieloczynnikowy*
calos¢ HR (95%CI) P HR (95%CI) P

Stezenie miedzi

T1 508,25-863,33 34/254 1 1

T2 863,93-971,39 37/250 1,11 (0,70-1,77) 0,7 1,32 (0,82-2,12) 0,3

T3972,82-1914,47 36/260 1,01 (0,63-1,61) >0,9 1,09 (0,67-1,77) 0,7

Wiek podczas

pobrania krwi (lata)

<50 79/619 1 1

>50 28/145 1,32 (0,86-2,04) 0,2 2,17 (1,30-3,62) 0,003

Srodki

antykoncepcyjne

Nie 49/379 1 1

Tak 58/385 1,14 (0,78-1,67) 0,5 1,22 (0,79-1,54) 0,6

Hormonalna terapia

zastepcza

Nie 78/548 1 1

Tak 29/216 0,82 (0,53-1,26) 0,4 1,23 (0,75-2,03) 0,4

Palenie

Nie 73/563 1 1

Tak 34/201 1,37 (0,91-2,05) 0,13 1,39 (0,92-2,11) 0,11

Adneksektomia

e 61/332 1,04 (132-285) <0,001 200 (1854:34)
46/432 1 1 '

Suplementy

Nie 53/395 1 1

Tak 54/369 1,07 (0,73-1,56) 0,7 1,14 (0,78-1,68) 0,5

Cukrzyca

Nie 99/714 1 1

Tak 8/50 1,11 (0,54-2,29) 0,8 1,14 (0,54-2,43) 0,7

BMI w momencie

pobrania krwi

<185 10/44 1,55 (0,80-3,03) 0,2 1,55 (0,79-3,06) 0,2

18,5-25,0 62/455 1 1

25,0-30,0 26/190 1,00 (0,63-1,58) >0,9 1,02 (0,63-1,64) >0,9

>30 9/75 0,95 (0,47-1,91) 0,9 0,88 (0,41-1,87) 0,7
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Tabela S3. Czestos¢ wystgpowania raka jajnika u wyjsciowo zdrowych nosicielek mutacji

BRCAI w zaleznos$ci od warto$ci stezenia miedzi.

Czynniki Raki jajnika/ Jednoczynnikowy Wieloczynnikowy*
calos¢ HR (95%CI) P HR (95%CI) P

Stezenie miedzi

T1 508,25-863,33 5/256 1 1

T2 863,93-971,39 11/250 2,25 (0,78-6,47) 0,13 2,86 (0,96-8,52) 0,059

T3972,82-1914,47  11/258 2,11 (0,73-6,07) 0,2 1,46 (0,47-4,52) 0,5

Wiek podczas

pobrania krwi

(lata)

<50 1
16/619 1

>50 7,00 (2,59-18,9)
11/145 2,61 (1,21-5,64) 0,015 <0,001

Srodki

antykoncepcyjne

Nie 16/379 1 1

Tak 11/385 0,67 (0,31-1,45) 0,3 0,89 (0,39-2,04) 0,8

Hormonalna

terapia zastepcza

Nie 23/548 1 1

Tak 4/216 0,40 (0,14-1,16) 0,092 0,75 (0,22-2,57) 0,6

Palenie

Nie 21/563 1 1

Tak 6/201 0,84 (0,34-2,08) 0,7 0,97 (0,38-2,48) >0,9

Adneksektomia

e 23/332 8.26 (285-24,0) <0001 20 (173:850)
4/432 1 1 '

Suplementy

Nie 8/395 1 1

Tak 19/369 2,45 (1,07-5,60) 0,033 3,78 (1,55-9,21) 0,003

Cukrzyca

Nie 24/714 1 1

Tak 3/50 1,73 (0,52-5,73) 0,4 0,82 (0,21-3,18) 0,8

BMI w momencie

pobrania krwi

<18,5 0/44 0,00 (0,00-0,00) >0,9 0,00 (0,00-0,00) >0,9

18,5-25,0 13/455 1 1

25,0-30,0 9/190 1,64 (0,70-3,83) 0,3 1,67 (0,66-4,23) 0,3

>30 5/75 2,40 (0,86-6,74) 0,10 1,78 (0,53-5,97) 0,4
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Tabela S4. Czestos¢ wystepowania raka piersi u wyjsciowo zdrowych nosicielek mutacji

BRCAI w zaleznos$ci od warto$ci stosunku cynku do miedzi.

Czynniki Raki piersi/ Jednoczynnikowy Wieloczynnikowy*
calos¢ HR (95%CI) P HR (95%CI) P

Stosunek Zn/Cu

1 0,00-6,37 52/296 1,38 (0,95-2,02) 0,094 1,31 (0,90-1,93) 0,2

I16,38-16,03 55/467 1 1

Data urodzenia

<=1965 34/181 1 1

1965-1975 27/188 0,82 (0,49-1,36) 0,4 0,77 (0,36-1,65) 0,5

1975-1985 41/265 0,90 (0,57-1,42) 0,7 0,93 (0,33-2,65) 0,9

>1985 5/129 0,29 (0,11-0,75) 0,010 0,30 (0,08-1,15) 0,079

Wiek podczas

pobrania krwi

(lata)

<=40 56/471 1 1

40-50 28/157 1,43 (0,91-2,25) 0,12 1,47 (0,67-3,21) >0,3

>50 23/135 1,26 (0,77-2,05) 0,4 1,21 (0,42-3,52) 0,7

Srodki

antykoncepcyjne

Nie 49/378 1 1

Tak 58/385 1,14 (0,78-1,67) 0,5 1,24 (0,82-1,88) 0,3

Hormonalna

terapia zastepcza

Nie 178/547 1 1

Tak 29/216 0,82 (0,53-1,26) 0,4 0,70 (0,44-1,10) 0,12

Palenie

Nigdy 50/444 1 1

Obecnie 32/168 1,66 (1,06-2,59) 0,025 1,53 (0,97-2,40) 0,065

W przesztosci 25/151 1,41 (0,87-2,27) 0,2 1,32 (0,81-2,15) 0,3

BMI w momencie

pobrania krwi

<mediana (23,05) 56/385 1 1

>mediana (23,05) 51/378 0,91 (0,62-1,33) 0,6 0,82 (0,54-1,23) 0,3
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Tabela S5. Czestos¢ wystepowania raka jajnika u wyjsciowo zdrowych mutacji BRCAL

W zaleznosci od wartosci stosunku cynku do miedzi.

Czynniki Raki piersi/ Jednoczynnikowy Wieloczynnikowy*
calos¢ HR (95%CI) P HR (95%CI) P

Stosunek Zn/Cu

1 0,00-6,37 13/296 1,94 (0,85-4,43) 0,12 1,78 (0,77-4,11) 0,2

I16,38-16,03 10/467 1 1

Data urodzenia

<=1965 8/181 1 1

1965-1975 9/188 1,12 (0,43-2,90) 0,8 0,82 (0,09-7,89) 0,9

1975-1985 6/265 0,55 (0,19-1,59) 0,3 0,22 (0,02-2,73) 0,2

>1985 0/129 0,00 (0,00-0,00) >0,9 0,00 (0,00-0,00) >0,9

Wiek podczas

pobrania krwi

(lata)

<=40 13/471 1 1

40-50 3/157 0,69 (0,20-2,41) 0,6 0,20 (0,04-0,98) 0,046

>50 7/135 1,68 (0,67-4,22) 0,3 0,40 (0,03-4,87) 0,5

Srodki

antykoncepcyjne

Nie 14/378 1 1

Tak 9/385 0,63 (0,27-1,46) 0,3 0,75 (0,30-1,86) 0,5

Hormonalna

terapia zastepcza

Nie 20/547 1 1

Tak 3/216 0,35 (0,10-1,16) 0,087 0,28 (0,08-0,96) 0,044

Palenie

Nigdy 10/444 1 1

Obecnie 4/168 1,07 (0,33-3,40) >0,9 1,09 (0,34-3,52) 0,9

W przesztosci 9/151 2,51 (1,02-6,18) 0,045 2,54 (1,03-6,28) 0,044

BMI w momencie

pobrania krwi

<mediana (23,05) 9/385 1 1

>mediana (23,05) 14/378 1,55 (0,67-3,59) 0,3 1,13 (0,46-2,76) 0,8
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12. Streszczenie

Gen BRCAI, bedacy genem supresorowym nowotworéw na chromosomie 17q21,
odgrywa kluczowg role w mechanizmach obronnych przed rakiem piersi i jajnika. Nosicielki
mutacji BRCA1 sg narazone na wysokie ryzyko zachorowania, si¢gajace 70% dla raka piersi 1
okoto 40% dla raka jajnika. Szacuje si¢, ze w Polsce az 200 tysiecy osob posiada mutacje
BRCAI, z czego ponad 10 tysiecy zostato zidentyfikowanych w poradniach genetycznych na
terenie kraju. Rozpoczete w 1995 roku badania nad mutacjami BRCA1 przyczynity si¢ do
poglebienia wiedzy o zapobieganiu nowotworom w tej grupie. Profilaktyczne zabiegi
chirurgiczne, takie jak BMP i BSO pozostaja kluczowym zaleceniem w$rod nosicielek mutacji
BRCAL, znaczaco obnizajac ryzyko nowotworowe. Ponadto, wiele innych czynnikow, takich
jak wiek, historia reprodukcyjna, stosowanie terapii hormonalnych czy doustnej antykoncepciji,

moze wptywac na ryzyko wystapienia nowotworéw W tej grupie pacjentek.

Badania wskazuja, ze st¢zenia mikroelementow, takich jak arsen i selen, jod, molibden,
otow moga réowniez modulowac ryzyko nowotworéow u nosicielek BRCA1. Obecna praca
badata wptyw cynku i miedzi jako markeréw ryzyka nowotworéw ztosliwych u nosicielek
mutacji BRCAL w tym raka piersi i jajnika. Przeprowadzono badanie prospektywne na grupie
1119 nosicielek BRCA1, ktore wyrazity zgode na udziat w badaniach w Zaktadzie Genetyki i
Patomorfologii Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie. Uczestniczki wypelnity
ankiety obejmujace dane dotyczace wczesniejszych operacji, masy ciata, nawykow

zdrowotnych i stylu Zycia. Monitorowano ich stan zdrowia co p6t roku.

Wszystkie uczestniczki w momencie wlgczenia do badania byty wyjsciowo zdrowe- co
oznacza w tej sytuacji brak historii choroby nowotworowej. Podczas 7,5-letniej obserwacji
pojawily si¢ 174 nowe przypadki nowotwordéw ztosliwych, w tym 122 raki piersi i 29 rakéw
jajnika. Stezenia cynku i miedzi we krwi mierzono metoda spektrometrii mas ICP-MS.
Uczestniczki podzielono na grupy wedlug st¢zen tych mikroelementow 1 zastosowano analize

regresji COXa, aby oceni¢ wplyw stezen cynku i miedzi na ryzyko nowotworowe.

Wyniki pokazaly, ze wysokie stezenia miedzi we krwi korelowaty ze zwickszonym
ryzykiem raka jajnika, natomiast nie zauwazono takiej zaleznosci dla raka piersi. Badanie
wykazalo takze, ze istnieje potencjalna korzys¢ (nieistotna statystycznie) z utrzymywania

niskiego (<863,33) stezenia miedzi u nosicielek mutacji BRCA1.

Z Kolei niskie stezenia cynku zdawaty si¢ by¢ wskaznikiem zwigkszonego ryzyka raka
jajnika. Wyjsciowo zdrowe kobiety z stezeniem cynku we krwi > 5797 pg/L wykazywaty

dwukrotne (nieistotne statystycznie) zmniejszenie ryzyka raka jajnika w poroéwnaniu do kobiet
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zZ stezeniem cynku we krwi <5797 (HR = 0,51, 95% CI: 0,24-1,09). Nie stwierdzono zwigzku

miedzy stezeniem cynku a rakiem piersi lub innymi nowotworami.

Co istotne, nasze badanie wykazato, ze okoto 33% kobiet wykazywalo niskie wartosci

cynku i bytoby kandydatkami do bogatocynkowej diety i/lub suplementacji.

Stosunek cynku do miedzi (Zn/Cu) stuzy jako bardziej precyzyjny wskaznik
prognostyczny w poréwnaniu z indywidualnymi stezen miedzi lub cynku. Brak rownowagi

miedzy stezeniami cynku i miedzi moze sprzyja¢ powstawaniu nowotworow.

Ustalajac punkt odcigcia na poziomie 6,38 dla stosunku Zn/Cu, stwierdziliSmy, ze
wskazniki ponizej tej warto$ci znacznie zwigkszaty ryzyko zachorowania na raka, podczas gdy
warto$ci rowne lub wigksze niz 6,38 reprezentowaly optymalny zakres przy stosunkowo niskim
ryzyku nowotworowym. UzyskaliSmy prawie 1,5-krotne, statystycznie istotne obnizenie
ryzyka wystgpienia jakiegokolwiek nowotworu (HR = 1,48; CI = 1,07-2,04; p = 0,018) u
kobiet, u ktorych stosunek cynku do miedzi (Zn/Cu) byt rowny lub wigkszy niz 6,38. Podobna
tendencja, cho¢ statystycznie nieistotna, wystagpita w przypadku raka piersi, gdzie
odnotowalismy ponad 1,3-krotne zwigkszenie ryzyka u kobiet z warto§ciami ponizej punktu
odciecia (HR = 1,31; CI = 0,90-1,93; p = 0,2). Najbardziej wyrazne, ponad 1,75-krotne
zwigkszenie ryzyka zaobserwowano w przypadku raka jajnika, jednak wynik ten rOwniez nie

osiaggnat istotnosci statystycznej (HR = 1,78; CI1=0,77-4,11; p = 0,2).
Na podstawie niniejszej rozprawy wyciagni¢to nastgpujace wnioski:

1. Stosunek cynku do miedzi (Zn/Cu) stanowi marker ryzyka nowotworowego.
Zoptymalizowanie tego stosunku, poprzez regulacje stezen tych pierwiastkow, moze

potencjalnie obnizy¢ ryzyko wystapienia nowotworow.

2. Konieczne jest poglebianie badan nad rolg pierwiastkow jako markerow nowotworowych,
co pozwoli na ich skuteczniejsze wykorzystanie w ocenie ryzyka. Badania na wigkszych
kohortach moga pomdc w okresleniu optymalnych zakresow stezen cynku i miedzi dla réznych

grup ryzyka nowotworowego.

5. Optymalne stgzenia cynku i miedzi moga by¢ osiggnigte poprzez modyfikacje diety i/ lub
suplementacje.

6. Nieprawidlowe warto$ci cynku 1 miedzi moga by¢ wskaznikiem do podjecia bardziej
zdecydowanych dziatan profilaktycznych, takich jak profilaktyczna BSO u kobiet z grup
podwyzszonego ryzyka.
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13. Summary

The BRCAL gene, a tumor suppressor located on chromosome 17921, plays a crucial
role in defense mechanisms against breast and ovarian cancers. Carriers of BRCA1 mutations
face a high risk of cancer, with up to a 70% chance of developing breast cancer and
approximately 40% ovarian cancer. It is estimated that in Poland, around 200,000 individuals
carry the BRCA1 mutation, with over 10,000 identified through genetic counseling centers
across the country. Research on BRCA1 mutations, initiated in 1995, has significantly advanced
our understanding of cancer prevention within this high-risk group. Prophylactic surgical
procedures, such as BPM (bilateral prophylactic mastectomy) and BSO (bilateral salpingo-
oophorectomy), remain key recommendations for BRCAL1 mutation carriers, as they
substantially reduce cancer risk. Additionally, various factors, including age, reproductive
history, hormonal therapies, and oral contraceptive use, may influence cancer risk in this patient

population.

Studies suggest that the levels of trace elements such as arsenic, selenium, iodine,
molybdenum, and lead might also modulate cancer risk among BRCA1 carriers. The present
study investigated the influence of zinc and copper as markers of cancer risk in BRCAL carriers.
This prospective study included 1,119 BRCAL1 carriers who provided consent for participation
at the Department of Genetics and Pathomorphology at the Pomeranian Medical University in
Szczecin. Participants completed surveys covering data on past surgeries, body weight, health

habits, and lifestyle. Their health status was monitored semiannually.

At the study’s outset, all participants were initially unaffected, meaning they had no prior
history of cancer. During a 7.5-year observation period, 174 new cases of malignancies were
recorded, including 122 breast cancers and 29 ovarian cancers. Blood levels of zinc and copper
were measured using ICP-MS mass spectrometry. Participants were grouped based on these
trace element levels, and Cox regression analysis was employed to assess the impact of zinc
and copper levels on cancer risk.
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The findings showed that high copper levels in the blood correlated with an increased
risk of ovarian cancer, whereas no such association was observed for breast cancer.
Additionally, the study identified a potential (though statistically non-significant) benefit of
maintaining lower copper levels (<863.33 pg/L) among BRCA1 mutation carriers. In contrast,
low zinc levels appeared to be an indicator of increased ovarian cancer risk. Cancer-free women
with blood zinc levels above 5,797 ug/L demonstrated a two-fold (non-significant) reduction
in ovarian cancer risk compared to women with zinc levels at or below this threshold (HR =
0.51, 95% CI: 0.24-1.09). No association was found between zinc levels and the risk of breast

cancer or other malignancies.

Notably, the study revealed that approximately 33% of women exhibited low zinc
levels, marking them as candidates for zinc-rich diets and/or supplementation. The zinc-to-
copper (Zn/Cu) ratio served as a more precise prognostic indicator than individual copper or
zinc levels. An imbalance between zinc and copper levels may promote tumorigenesis. Setting
a cutoff of 6.38 for the Zn/Cu ratio, we found that levels below this threshold significantly
increased cancer risk, while values equal to or above 6.38 represented an optimal range
associated with relatively low cancer risk. Women with a Zn/Cu ratio of 6.38 or above showed
an almost 1.5-fold, statistically significant reduction in overall cancer risk (HR = 1.48; CI =
1.07-2.04; p = 0.018). A similar trend, though not statistically significant, was observed for
breast cancer, with a 1.3-fold increased risk among women below the cutoff (HR = 1.31; CI =
0.90-1.93; p = 0.2). The most pronounced risk increase—over 1.75-fold—was noted for
ovarian cancer; however, this finding also lacked statistical significance (HR =1.78; Cl1 = 0.77—
4.11;p=0.2).

On the basis of our study and literature data the following conclusions were made:

1. The zinc-to-copper (Zn/Cu) ratio is a marker of cancer risk. Optimizing this ratio through
regulation of these elements levels may potentially reduce cancer incidence.

2. Further research on trace elements as cancer markers is essential to enhance their
effectiveness in risk assessment. Larger cohort studies may help define optimal zinc and copper

levels ranges for various cancer risk groups.

3. Optimal zinc and copper levels may be achieved through dietary modifications and/or
supplementation.
4. Abnormal zinc and copper values may serve as an indication for more intensive preventive

measures, such as prophylactic BSO, in high-risk women.
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wlaczonych do badania, analizie wynikow, przygotowaniu manuskryptu i wyniést 25,5%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox13070841

Méj wklad pracy polegal na zaplanowaniu badania, opracowaniu bazy danych pacjentow
wlaczonych do badania, analizie wynikow, przygotowaniu manuskryptu i wyni6st 27%.

Lek. Milena Matuszczak

98



Lek. Adam Kiljanczyk

Uniwersytecki Szpital Kliniczny nr 1 im. prof. Tadeusza Sokolowskiego
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie

Ul Unii Lubelskiej 1

71-252 Szezecin

OSWIADCZENIE
Potwierdzam mdj wklad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji naukowych:

*“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609

Mdj wklad pracy polegal na opracowaniu bazy danych pacjentow wiaczonych do badania,
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opublikowanych w czasopismach naukowych.
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of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
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Jednoczes$nie wyrazam zgodg na przediozenie w/w prac przez lek. Mileng Matuszezak jako
rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykulow naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrcbnienia czesé wiw prac wskazuje na
indywidualny wktad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikow.
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Potwierdzam méj wklad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.,” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox 13050609

Moj wktiad pracy polegal na przeprowadzeniu analizy statystycznej wynikéw, i wyniost 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox13070841

Méj wkiad pracy polegal na przeprowadzeniu analizy statystycznej wynikow, i wyniost 1,5%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie w/w prac przez lek. Mileng Matuszczak jako
rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykulow naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgs¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wktad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikow.
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Potwierdzam mdj wklad pracy w przygotowanie nastepujacych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609

Méj wktlad pracy polegal na przeprowadzeniu analizy statystycznej wynikow i wyni6st 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox13070841

M¢dj wklad pracy polegal na przeprowadzeniu analizy statystycznej wynikéw i wyniost 1%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedloZenie w/w prac przez lek. Mileng Matuszczak jako
rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oéwiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czg¢$¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wklad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
1 interpretacji wynikow.
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My contribution to the work consisted of the preparation of the manuscript, and amounted to
0,5%.

(Mo wiiad pracy polegal na nadrorze merytoryeznym nad projektem, korekeie manuskryptu i wynidst 0,5%.)

Simultaneously, 1 agree to submit the above-mentioned work by dr. Milena Matuszczak as a

doctoral thesis in the form of a thematically coherent collection of scientific articles published
in seientific journals.

I declare that the independent and separable part of the above-mentioned works indicates the
individual contribution of dr. Milena Matuszczak in the conception, development and
interpretation of the results.
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OSWIADCZENIE
Potwierdzam mdéj wklad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
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Moj wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentéw do badania i wyniost 3%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
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Méj wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentéw do badania i wyniost 3%.

Jednoczes$nie wyrazam zgodg na przedlozenie w/w prac przez lek. Mileng Matuszczak jako
rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykulow naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czg$¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wkiad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikow.
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Moj wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentéw do badania i wyniost 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox13070841

M¢j wkiad pracy polegal na rekrutacji pacjentéw do badania i wynidst 1%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie w/w prac przez lek. Mileng Matuszczak jako
rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czes¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wkiad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikow.
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Prof. dr hab. n. med. Tadeusz Debniak
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Prof. dr hab. n. med. Jacek Gronwald

Zaktad Genetyki i Patomorfologii

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie
UL Unii Lubelskiej 1

71-252 Szczecin

OSWIADCZENIE
Potwierdzam moj wklad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox 13050609

Moj wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentoéw do badania i wyniost 3%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox 13070841

Méj wkiad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania i wynidst 3%.

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na przedlozenie w/w prac przez lek. Mileng Matuszczak jako
rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodre¢bnienia cze$¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wkiad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikow.

Prof. dr hab. n. med. Jacék Gronwald

110



Dr hab. n. med. Tomasz Huzarski prof. UZ
Zaklad Genetyki i Patomorfologii

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie
UL Unii Lubelskiej 1

71-252 Szczecin

OSWIADCZENIE
Potwierdzam m6j wklad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Propertics: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609

Mo6j wkiad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania i wyniost 3%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zine-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox 13070841

Méj wklad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania i wyniost 3%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie wiw prac przez lek. Mileng Matuszczak jako
rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czg$¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wkiad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikéw.

Dr hab. n. med. Tomasz Huzdrski prof, UZ
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Prof. dr hab. n. med. Marcin Lener

Zaklad Genetyki i Patomorfologii

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie
UL Unii Lubelskiej 1

71-252 Szczecin

OSWIADCZENIE
Potwierdzam moj wklad pracy w przygotowanie nast¢pujgcych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609

Moj wkiad pracy polegal na analizie molekularnej DNA pacjentéw i wynidst 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox13070841

Méj wkiad pracy polegal na analizie molekularnej DNA pacjentéw i wynidst 1%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie w/w prac przez lek. Milene Matuszczak jako
rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czgs¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wklad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikow.

Prof. dr hab. n. med. Marcin Lener
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Prof. dr hab. n. med. Anna Jakubowska

Zaktad Genetyki | Patomorfologii

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie
Ul Unii Lubelskiej 1

71-252 Szczecin

OSWIADCZENIE
Potwierdzam mdj wkiad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609

Moj wklad pracy polegat na analizie molekularnej DNA pacjentow i wyniost 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox 13070841

Moj wklad pracy polegal na analizie molekularnej DNA pacjentow i wyniost 1%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie w/w prac przez lek. Mileng Matuszczak jako
rozprawy doktorskicj w formie spojnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodr¢bnienia czgsé w/w prac wskazuje na
indywidualny wklad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikow.

A]Q(uﬁ(«nom’m

Prof. dr hab. n. med. Anna Jakubowska
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Dr n. med. Marck Szwice
Katedra Chirurgii i Onkologii
Uniwersytet Zielonogorski
UL Zyty 28

65-046 Ziclona Gora

OSWIADCZENIE
Potwierdzam méj wkiad pracy w przygotowanie nastgpujgcych publikacii naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a
Marker of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox 13050609

Méj wkiad pracy polegat na rekrutacji pacjentoéw do badania i wyniost 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox 13070841

Moj wkiad pracy polegat na rekrutacii pacjentow do badania i wyniosi 1%.

Jednoczesnie wyrazam zgodg na przedlozenic w/w prac przez lek. Mileng Matuszezak jako
rozprawy doktorskiej w formic spojnego tematycznic zbioru artykutéw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oéwiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cz¢$¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wklad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikow.

U

Dr n. med. Marck Szwiec
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Dr n. med. Malgorzata Stawicka-Nielacna
Katedra Genetyki Klinicznej i Patomorfologii
Uniwersytet Zielonogorski

Ul Zyty 28

65-046 Zielona Gora

OSWIADCZENIE
Potwierdzam moj wklad pracy w przygotowanie nastepujacych publikacji naukowych:

«Zine and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609

Moj wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentow do badania i wyniost 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zine-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCAT Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox13070841

Moj wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentow do badania i wyniosi 1%.

Jednoczesnie wyrazam zgodg na przedlozenie w/w prac przez lek. Mileng Matuszczak jako
rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykulow naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadezam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czg$¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wklad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikow.

Wwithe, Med L.

Dr n. med. Malgorzata Stawicka-Niefacna
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Dr n. med. Dariusz Godlewski
Osrodek Profilaktyki i Epidemiologii Nowotworow
Ul. Kazimierza Wielkiego 24/26
61-863 Poznan
OSWIADCZENIE
Potwierdzam méj wkiad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCAl Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609

M6j wkiad pracy polegal na rekrutacji pacjentow do badania i wyniost 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox 13070841

M06j wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentoéw do badania i wyniost 1%.

Jednoczes$nie wyrazam zgode na przedlozenie w/w prac przez lek. Milen¢ Matuszczak jako
rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykulow naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wklad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikow.

Drn. é Dariusz Godlewski
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Lek. Artur Prusaczyk

Centrum Medyczno-Diagnostyczne Sp. z 0. o.
UL Niklowa 9

08-110 Siedlce

OSWIADCZENIE
Potwierdzam maj wklad pracy w przygotowanie nastepujacych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox 13050609

Moj wkiad pracy polegal na rekrutacji pacjentow do badama 1 wyniosl 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox 13070841

Moj wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentow do badania 1 wynidst 1%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przediozenie w/w prac przez lek. Mileng Matuszezak jako
rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykulow naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, 1z samodzielna 1 mozliwa do wyodrebnienia czgs¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wklad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepeji, opracowywaniu
1 interpretac)1 wynikow.

Lek. Artur Prusatzyk
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Dr n. med. Andrzej Jasiewicz
Poradnia Genetyki Onkologicznej
Szpital Specjalistyczny w Brzozowie
Podkarpacki Osrodek Onkologiczny
Ul Bielawskiego 18

36-200 Brzozow

OSWIADCZENIE
Potwierdzam mdj wklad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609

Moj wkiad pracy polegal na rekrutacji pacjentow do badania, i wyniost 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1l Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox13070841

Moj wktad pracy polegat na rekrutacji pacjentow do badania, i wyniost 1%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie w/w prac przez lek. Milene Matuszczak jako
rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czgs¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wktad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikow.

Dr n. med. Andrzej Jasiewicz
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Prof. dr hab. n. med. Tomasz Kluz

Katedra Ginekologii i Poloznictwa

Instytut Nauk Medycznych / Kolegium Nauk Medycznych
Uniwersytet Rzeszowski

UL Rejtana 16¢

35-959 Rzeszow

OSWIADCZENIE
Potwierdzam méj wklad pracy w przygotowanie nastepujacych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCAl Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609

Méj wkiad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania i wynidst 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox13070841

Méj wklad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania i wyniést 1%.

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na przediozenie w/w prac przez lek. Milen¢ Matuszezak jako
rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadezam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czg$¢ wiw prac wskazuje na
indywidualny wkiad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikéw.

Prof. dr hab. n. med. Tomasz Kluz
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Dr n. med. Joanna Tomiczek-Szwice

Zaklad Biologii i Genetyki Collegium Medicum
Uniwersytet Opolski

UL Oleska 48

45-052 Opole

OSWIADCZENIE
Potwierdzam méj wklad pracy w przygotowanie nast¢pujacych publikacji naukowych:

“Zine and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a
Marker of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.

https://doi.org/10.3390/antiox13050609
Moj wklad pracy polegat na rekrutacji pacjentow do badania i wyniost 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox13070841

Méj wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentéw do badania i wyniost 1%.

Jednoczeénie wyrazam zgodg na przediozenic w/w prac przez lek. Mileng Matuszezak jako
rozprawy doktorskiej w formic spdjnego tematycznie zbioru artykutéw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oéwiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnicnia czg§¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wklad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikow.

zoa.t!n.q..ffamécﬂy%:uﬁ%ec

Dr n. med. Joanna Tomiczek-Szwice
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Dr n. med. Ewa Kilar-Kobierzycka

Oddziat Onkologii Klinicznej

Regionalny Szpital Specjalistyczny ,,Latawiec”
Ul Leéna 27-29

58-100 Swidnica

OSWIADCZENIE
Potwierdzam méj wktad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zine Levels as a
Marker of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609

Méj wktad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania i wynidst 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox 13070841

M6j wkiad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania i wyniost 1%.

Jednoczeénie wyrazam zgode na przedtozenie w/w prac przez lek. Mileng Matuszezak jako
rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oéwiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czs¢ wiw prac wskazuje na
indywidualny wkiad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikow.
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Dr n. med. Ewa Kilar-Kobierzycka

121



Dr n. med. Monika Siotek
Swigtokrzyskie Centrum Onkologii
UL Stefana Artwinskiego 3

25-734 Kielce

OSWIADCZENIE
Potwierdzam méj wklad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCAI Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://dei.org/10.3390/antiox13050609

M¢j wklad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania i wyniést 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox13070841

M¢j wkiad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania i wyniést 1%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie w/w prac przez lek. Mileng Matuszczak jako
rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykutéw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cze$¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wklad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
i interpretacji wynikow.

Dr n. med. Monika Siotek
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Dr n. med. Rafal Wisniowski

Beskidzkie Centrum Onkologii

Szpital Miejski im. Jana Pawla I w Bielsku-Bialej
Ul. Wyzwolenia 18

43-300 Bielsko-Biata

OSWIADCZENIE
Potwierdzam maoj wklad pracy w przygotowanie nast¢pujacych publikacji naukowych:
“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker

of Cancer Risk in BRCAl Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox 13050609

Moj wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentéw do badania i wyniosl 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zine-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCAI Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox 13070841

Maj wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentow do badania i wyniost 1%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie w/w prac przez lek. Mileng Matuszczak jako
rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykuléow naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadezam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czg$¢ w/w prac wskazuje na
indywidualny wklad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji. opracowywaniu
i interpretacji wynikow.

Dr n. med. Rafal Wisniowski
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Dr n. med. Renata Posmyk

Zaktad Genetyki Klinicznej
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
UL Waszyngtona 13

15-269 Biatystok

OSWIADCZENIE
Potwierdzam moj wkiad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a
Marker of Cancer Risk in BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609

Méj wkiad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania i wyniést 1%.

“Antioxidant Properties of Zinc and Copper—Blood Zinc-to Copper-Ratio as a Marker
of Cancer Risk BRCA1 Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(7):841.
https://doi.org/10.3390/antiox13070841

M6j wkiad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania i wyniést 1%.

Jednoczesnie wyrazam zgodg na przedlozenie w/w prac przez lek. Mileng Matuszczak jako
rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykuléw naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czg§é w/w prac wskazuje na
indywidualny wkiad lek. Mileny Matuszczak przy opracowywaniu koncepcji, opracowywaniu
1 interpretacji wynikow.

7Tm§Rf*’7j

ata Posmyk
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Mgr Joanna Jarkiewicz-Tretyn

NZOZ Pracownia Genetyki Nowotwordw
UL Marii Sklodowskiej-Curie 73

87-000 Torun

OSWIADCZENIE
Potwierdzam moj wklad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji naukowych:

“Zinc and Its Antioxidant Properties: The Potential Use of Blood Zinc Levels as a Marker
of Cancer Risk in BRCA1l Mutation Carriers.” Antioxidants. 2024; 13(5):609.
https://doi.org/10.3390/antiox13050609

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