Stetenie miedzi w surowicy jako marker prognostyczny u chorych z rakiem prostaty w
Polsce

Miedz jest pierwiastkiem z grupy metali przejsciowych i to wlasnie zdolnod¢ miedzi do przechodzenia
miedzy stanem utlenionym i zredukowanym wyvkorzystywana jest w ukladach biologicznych. [1]
W wickszym steZzeniu miedZ jest dla organizmu toksyczna, glownie z powodu jej wysokiego
potencjalu oksydoredukcyjnego. [2] Z tego tez powodu niezbedna jest w organizmie precyzyjna

kontrola transportu tego pierwiastka oraz jego homeostaza. [3]

Miedz pelni swoje rozne funkcje w strukturze bialck oraz jako katalizator dzigki zdolnosci do zmian
stopnia utlenienia i redukcji i wystepuje w stanie utlenionym (Cu2+) lub zredukowanym (Cu+), Jony
micdziowe moga uczestniczy¢ w szerokim spektrum interakcji 2 biatkami, umozliwiajac powstawanie
zlozonych strukiur oraz poéredniczenie w skomplikowanych reakcjach biochemicznych. MiedZ moze
takze relokowad inne metale, np. cynk, z ich miejsc ligandowych w metaloproteinach, co skutkuje

nieprawidlowg strukiurg albo inhibicja aktywnosci enzymatycznej tych biatek. {4]

Mied? funkcjonuje glownie jako kluczowy kofaktor katalityczny w wielu enzymach i jest niezbedna
dla  prawidlowego przebicgu wiclu  podstawowych  procesow  komorkowych,  wiaczajgc
w 1o oddychante komorkowe, oczyszezanie z wolnyeh rodnikow, tworzenie tkanki tacznej i produkeje
melaniny oraz synteze neuroprzekaznikow i neuropeptydow. [2] Miedz, podobnie jak inne pierwiastki
sladowe, jest z jednej strony niezbgdna dla organizmu, z drugiej jednak strony jest bardzo
niebezpieczna. Generalnie jednak stany, kiore charakteryzuja sie ogdlnym lub komdrkowo-
specyficznym nagromadzeniem miedzi zdarzajg si¢ rzadko | najczescie] wystgpuja w wyniku

okreslonyeh zaburzen o podiozu genetycznym [1].

Zwigzek pomigdzy miedzig a nowotworami nie zostal do tej pory jednoznacznie wyjasniony.
Jak dotgd opublikowano szereg prac badajgcych miedz jako czynnik ryzyka wystapienia rakow
[5. 6.7.8.9.10,11,12]. Prace te dajg niejednoznaczne wyniki. Posrod wykazanych prac widnieje jedno
doniesienie z Polski. Zowczak 1 wsp. sugeruja, ze w grupach wszystkich rakéw: piersi, pluc, przewodu
zolgdkowo-jelitowego 1 ginekologicznych podwyiszone jest stezenie miedzi w surowicy. Zowczak i
wsp. nie wskazujg jednak ile razy podwyzszone jest ryzyko rakéw w stosunku do grupy kontrolnej i

czy zalezy ono od ich lokalizacji.

Do tej pory w literaturze zosiala opisana silna Kkorelacja pomigdzy pacjentami ze
zdiagnozowanym rakiem trzustki a ryzykiem zgonu w zaleznosci od stgzenia miedzi w
surowicy. Pacjenci z rakiem trzustki ze stgzeniem miedzi w surowicy ponizej 102588 ug/l
wykazujg 26 krotnie obnizone ryzyko zgonu w pordwnaniu do podgrupy-kwartyla o
najwyzszym sil¢zeniu miedzi w surowicy ). powyzej 1453,79 pg/l (OR: 26, p <0.0001;

95%C1: 8,79-76,90) [13].
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W niniejszej pracy postanowiono natomiast oceni¢ korelacje pomiedzy ryzykiem zgonéw u
mezczyzn 7 -rakiem prostaty a st¢zeniem miedzi -w surowicy krwi. Nieoczekiwanie

stwierdzono, ze istnieje bardzo mocna 30 krotna korelacja.
Protokdl badan
Grupa badana

Do badania wlaczono 357 pacjentow Samodzielnych Publicznych Szpitali Klinicznych nr 1/2
ze zdiagnozowanym i potwierdzonym histopatologicznie rakiem prostaty. Od kazdego
pacjenta- wigczonego do badania uz’fskam $wiadomg zgodg na udzial w badaniu, pobrano
probke krwi oraz uzyskano dane rodowodowo-kliniczne. Krew zostala zebrana w latach
2009-2015 w momencic diagnozy raka prostaty jednak przed rozpoczg¢ciem leczenia. Pacjenci
zostali poinformowani o koniccznosci bycia na czczo przez co najmniej 4 godziny przed
pobraniem. W 2020 roku zebrano informacj¢ o zgonach w trakcie obserwacji prospektywnej.
Uzyskano ja z Departamentu Ewidencji Panstwowych Ministerstwa Cyfryzacji. Sredni okres

obserwacji dla pacjentow zyjgcych wyniost S lat.

Material
0d kazdej osoby wlgczonej do badania pobrano probke krwi w celu pomiaru stgzenia miedzi.

Po pobraniu materiat przechowywano w -80°C do momentu oznaczenia stgzenia miedzi.

Metoda oznaczania zawartoSci miedzi w surowicy

1.1 Aparat

Do okreslenia zawartoci miedzi wykorzystana zostala technika spektrometrii mass
ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej (ICP-MS). Do wykonania pomiaru
wykorzystano  spekirometr mas ELAN DRC-¢ (PerkinElmer) oraz NexION 350D
(PerkinElmer). Wykorzystanie ICP-MS pozwala uzyskaé limity detekeji < 0,1 ug/l. Podczas
prowadzenia oznaczen populacji nieeksponowanej zawodowo na metale i ich zwigzki, czulos¢

aparatury odgrywa kluczows role.
1.2 Przygotowanie do pomiaru

Zcbrane proby surowicy, zostaly rozmrozone z temperatury -80°C do temperatury pokojowej,
w dniu wykonywania analiz. Kazda probka zostala dokladnie wymieszana przy uzZyciu

wstrzgsarki lub worteksu w celu uzyskania mozliwic najwigkszej homogennosci matenalu.




Stesenie miedzi w surowicy jako marker prognostyczny u chorych z rakiem prostary w'
Polsce V

Stosujgc mozliwic najprostsza technike, probki surowicy zostaly rozcieficzone w stosunku

1:30 (50 plsurowicy : 1450 ul buforu).

Z ‘uwagi na specyfike pomiaru do rozcienczen zastosowano roztwor wodorotlenku
tetrametyloamonowegﬂ (TMAH). W celu lepszej dyspersji rozpuszczonych skladnikow krwi
zastosowano dodatek niejonowego surfaktantu w postaci Trytonu X-100. Wykorzystanie tego
zwigzku nie tvlko ulatwia rozpuszezanie m.in. bialek ale takze przyvezyma sie do szybszego
wyplukiwania prébki z ukladu wprowadzenia spektrometru. Do korekeji efektu matrycy oraz
dryfu aparatu uzyty zostal standard wewngtrzny w postaci rodu ( 105Rh). Do uzyskania
stabilnoéci jonéw metali rozpuszezonych w roziworze zastosowany zostal dodatek kwasu
wersenowego (EDTA). Dodatkowo, z racji zawartosci zwigzkow zawierajacych wegiel,
zastosowano- dodatek butanolu do wszystkich roztworéw w celu niwelacji efekiu zwigzanego

ze znaczng ilosciag wegla w badanej prébie.
1.3 Warunki pomiaru

Wszystkie oznaczenia przeprowadzono z wykorzystaniem kwadrupolowej celi reakcyjnej
spektrometru, tzw. trybie DRC {ang. Dynamic Reaction Cell) aparatu Elan DRC-e oraz

NexION 350D (PerkinElmer) z tlenem jako gazem reakcyjnym.
1.4 Walidacja pomiarow

Do walidacji pomiaréw zastosowano nastgpujacy material referencyjny ClinCheck (Recipe,
Niemcy). Jest to standard odniesienia powszechnie stosowane w spektrometrii, pozwalajacy

‘na potwierdzenie precyzji, czulosci i specyfiki pomiaru.
‘Statystyka

Roéznice w czgstosciach pomigdzy analizowanymi grupami oceniano poprzez analizg

wieloczynnikows.
Wyniki

Analiza otrzymanych wynikéw wykazala istotng zaleznoéé miedzy ryzykiem zgonu u mezczyzn ze

zdiagnozowanym rakiem prostaty a sigzeniem miedzi w surowicy.

‘Mezczyini z rakiem prostaty oraz ze stgZzeniem miedzi w surowicy ponizej 958,06 pg/l wykazuja

istotnie 6 krotnie zmnigjszone ryzyko zgonu (grupa | vs IV: OR=6.04, p<0,0001; 95%Cl: 2.60-14,05).
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Tabela 2, Czestodé zgondw w zaleZnosei od steZenia miedzi w surowicy u medezyzn z rakiem prostaty.

Grapa.  Zakres Co pg/l Lyvjacy Zgony p.value

I <958,06 | 82 8 ref. Ref.
T 958,07-1062,58 76 13 1,75 0.25
I 1062,59-1195.95 78. Il 1,45 0,48
v >1195,96 56 33 6,04 <0,0001

MeiczyZni z rakiem prostaty oraz st¢zeniem miedzi w surowicy ponizej 900 pg/l wykazujg istotnie
blisko trzydziestokrotnie zmnigjszone ryzyko zgonu w stosunku do podgrupy ze st¢zeniem cynku w

surowicy powyzej 1200 pg/l (grupa [ vs II1: OR=19.3, p=0,0001, 95%C]: 3,9-222.8).

Tabela 3. ngstu.ﬁé Zgondw w zaleznosci od stedenia miedzi w surowicy u mezezyzn z rakiem prostaty.

| G rupa Lakres Cu pg/l Zyjacy Liony
1 <900 48 - 1
18 900-1200 190 3l

i =>1200 54 33

———
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