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Badania przesiewowe na obecnoS¢ kinazy pirogronianowej M2 w stolcu
u chorych z inwazyjnym i przedinwazyjnym rakiem jelita grubego:
szacunkowa swoistoS¢ metody oraz wyniki uzyskane w grupie 4854 ochotnikow,
przedstawione w funkcji wieku

Carolin Tonus, Gero Neupert, Kai Witzel

Duzq grupe przypadkowo dobranych ochotnikow przebadano w kierunku poziomow markera nowotworowego kinazy
pirogronianowej-M2 (M2-PK). Celem badania byla ocena swoistosci wspomnianego markera oraz jego rozklad w roznych
grupach wiekowych. Pomiary wykonywano testem ELISA w probkach stolca pozyskanych od 4854 ochotnikow. U 4425
osob wyniki uplasowaly si¢ ponizej wartosci okreslanej jako punkt odcigcia, tj. 4,0 kU/I, a zatem 91,2% o0sob poddanych
badaniu przesiewowemu wykazato normalny, nie wigzany z zadnq patologiq, poziom kinazy pirogronianowej M2. Odsetek
0sob, u ktorych stwierdzono podwyzszony poziom kinazy pirogronianowej M2 w stolcu, wahat sie od 6,9% w grupie wiekowej
30-39 lat do 16% w grupie wiekowej 70-79 lat. W oparciu o dane okreslajgce powszechnosc wystgpowania podwyzszonych
wartosci kinazy pirogronianowej-M2 w stolcu oraz o uzyskane przez nas wyniki oceniono swoistos¢ wspomnianego markera
na 0,93-0,96. Uzyskane dane podkreslajq przydatnosc badania w stolcu poziomu markera, jakim jest kinaza pirogronianowa-
M?2. Jest to nieinwazyjna, prosta, szybka oraz korzystna ekonomicznie metoda przeprowadzania badari przesiewowych
w kierunku raka jelita grubego.

The faecal tumour M2-PK screening test for invasive & pre-invasive colorectal cancer:
estimated specificity & results as a function of age for a study population of 4854 volunteers

Faecal tumour M2-Pyruvate kinase levels were measured in a large, unselected, asymptomatic screening population to
determine its specificity and to demonstrate the distribution in different age groups. Faecal tumour M2-Pyruvate kinase
levels were measured with a sandwich ELISA in stool samples of 4854 screened volunteers. The levels were below the cut-
off value of 4.0 kU/L in 4425 of the population. This means that 91.2% of all the people we screened had faecal tumour
M?2-Pruvate kinase levels within the normal, non-pathological range. The percentage of individuals with elevated tumour
M?2-Pruvate kinase concentrations increased from 6.9% from the age group 30-39 years to 16.0% in the 70-79 years group.
The estimated specificity range of the test, using prevalence data and our study results was 0.93-0.96. These results underline
the usefulness of the tumour M2-Pruvate kinase stool test as a non-invasive, easy, fast, economical method for colorectal
cancer screening.

Stowa kluczowe: marker nowotwory kinaza pirogronianowa-M2, kinaza pirogronianowa typu M2, rak jelita grubego,
gruczolak, polipy, badania przesiewowe w onkologii, rak przewodu pokarmowego

Key words: tumour M2-Pyruvate kinase, pyruvate kinase type M2, colorectal cancer, adenoma, polyps, cancer screening,
bowel cancer

Wstep a ich regularne przeprowadzanie w populacji moze zna-

miennie obnizy¢ tak zachorowalnos¢, jak i umieralnos¢.
Kazdego roku na $wiecie stwierdza si¢ okofo 1 miliona W réznych krajach publikowano r6zne wytyczne dotycza-
przypadkow raka jelita grubego; w ciggu roku nowotwor ce metod wykonywania badan przesiewowych w kierunku

ten jest przyczyng zgonu okoto 529 000 oséb [1]. Ze raka jelita grubego. Naleza do nich badania na obecno$¢
wzgledu na powolny rozwdj choroby badania przesie- krwi utajonej w kale, sigmoidoskopia, badanie z podwoj-
wowe majg w tym przypadku pierwszorz¢dne znaczenie, nym kontrastem oraz kolonoskopia [2-5].

Chociaz kolonoskopia postrzegana jest jako ,,ztoty

- standard” wSrod badan pozwalajacych na wezesne wykry-
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powiklfan [6] i jest niechetnie akceptowana przez ogot
populacji. Dla przykiadu, sposrod wszystkich chorych
zakwalifikowanych do Narodowego Niemieckiego Pro-
gramu Skryningu w Kierunku Raka Jelita Grubego zaled-
wie 1,7% pacjentéw poddaje si¢ badaniu kolonoskopowe-
mu [7]. W odréznieniu od kolonoskopii badania na krew
utajong w kale sg szeroko akceptowane i praktykowane
[3-5]. Badania te opieraja si¢ na zalozeniu, ze zmiany
polipowate i nowotworowe podkrwawiaja bardziej, niz
zdrowa btona §luzowa [8]. Przy zastosowaniu takiego
podejscia niekrwawiace guzy czy polipy jelita grubego
oraz inne zmiany nie wydzielajace zwigkszonej iloSci krwi
do $wiatta przewodu pokarmowego nie beda wykryte, ani
przez testy z gwajakolem, ani metodami immunologicz-
nymi. Liebermann i in. [9] oraz Koss i in. [10] ocenili czu-
tos¢ proby z gwajakolem na 30% w przypadku raka jelita
grubego oraz na 15% w przypadku zaawansowanych
gruczolakéw. Dodatkowe utrudnienie wiaze si¢ z ogra-
niczeniami dietetycznymi i farmakologicznymi, nakfada-
nymi na chorego przed wykonaniem badania (chory nie
powinien spozywac czerwonego migsa oraz niektérych
produktéw surowych, jak np. wielu gatunkow warzyw,
witaminy C oraz aspiryny) celem unikni¢cia wynikow fal-
szywie dodatnich. Ograniczenia te maja ujemny wplyw
na swoisto$¢ testu z gwajakolem, aczkolwiek pomimo
wspomnianych ograniczen wykazano, ze to proste bada-
nie wiagze si¢ z 13-33% obnizeniem umieralno$ci w grupie
chorych poddanych badaniom przesiewowym [12, 13].
Wprowadzenie drozszych badan na obecno$¢ krwi uta-
jonej w kale z zastosowaniem technik immunologicznych
pozwolilo pomina¢ ograniczenia dietetyczne. To jednak
nie rozwiazalo problemoéw zwiazanych z obecnoScig
guzédw podkrwawiajacych jedynie okresowo oraz zmian
przednowotworowych. W celu zwigkszenia zaintereso-
wania populacji badaniami przesiewowymi w kierunku
raka jelita grubego konieczne jest wprowadzenie niein-
wazyjnego, szybkiego, prostego oraz korzystnego ekono-
micznie badania, ktore nie powinno opierac si¢ na oce-
nie obecnosci krwi utajonej w kale, ktoére powinno by¢
szeroko akceptowalne spolecznie. JednoczeSnie bada-
nie takie musi mie¢ wysokg czulos$¢ i swoistos¢. Z tego
wzgledu badanie stolca na obecno$¢ markera M2-PK
wydaje si¢ by¢ ciekawa alternatywa, zwlaszcza ze pozwa-
la ono na wykrycie zar6wno rakéw jelita grubego, jak
i gruczolakéw. Badanie opiera si¢ na pomiarze stezenia
enzymu kluczowego dla proceséw metabolicznych guza
[10, 14-21] i jest niezalezne od obecnosci krwi utajone;.
M2-PK guza to dimerowa forma izoenzymu glikolizuja-
cego kinazy pirogronianowej typu M2 [22, 23]. Enzym
ten jest katalizatorem ostatniego etapu reakcji ciagu gli-
kolitycznego, przeprowadzajacego fosfoenolopirogronian
w mleczan i odpowiada za sumaryczng produkcje ATP
w obrebie szlaku metabolicznego, w ktorym uczestniczy.
Badania enzymatyczne wielu typdw nowotwordw wykaza-
ly, ze rozwdj guza wiaze si¢ ze zwigkszeniem catkowitej
aktywnosci kinazy pirogronianowej. Obserwuje si¢ row-
niez przesuni¢cie w kierunku ekspresji izoenzymu kinazy
pirogronianowej typu M2 (M2-PK) zamiast tkankowo
specyficznych postaci tego enzymu, takich jak L-PK,

charakterystycznej dla watroby i nerek, M1-PK, charak-
terystycznej dla miesni i mozgu oraz R-PK, charaktery-
stycznej dla erytrocytow.

Zwigkszona ekspresja M2-PK pozostaje pod kontro-
13 uktadu genowego ras oraz czynnikéw transkrypcyjnych
SP-11 HIF-1. Ras i HIF-1 sg istotnie zmienione w guzach
przewodu pokarmowego [28-31]. M2-PK moze wystepo-
wac w formie tetramerowej, 0 wysokim powinowactwie
do fosfoenolopirogronianu (PEP) oraz w formie dime-
rowej, o niskim powinowactwie do fosfoenolopirogronia-
niu. Stosunek tetramerowo-dimerowy M2-PK determi-
nuje proporcjonalny udzial atoméw wegla, pozyskanych
z glukozy, zuzytych w fafncuchu energetycznym glikolizy
(forma tetramerowa) lub skierowanych w procesy syn-
tezy (forma dimerowa). W komorkach nowotworowych
M2-PK wystepuje glownie w formie dimerowej. Spowo-
dowane jest to wystepowaniem bezpoSrednich interakcji
z rOznymi onkoproteinami, takimi jak kinaza pp60v-src
oraz HPV-16 E7 [22, 30, 32]. U chorych z gruczolakami
oraz nowotworami jelita grubego M2-PK guza uwalnia-
na jest zaréwno do krwi, jak i do stolca. Poziom M2-PK
stwierdzany testem EDTA-osocze roSnie w nowotworach
przewodu pokarmowego, jak rowniez w guzach pluca,
nerki, piersi oraz w raku szyjki macicy. Test EDTA-osocze
jest bardzo przydatny w monitorowaniu chorych [33-40].
Oznaczanie M2-PK w stolcu stanowi narzedzie skrynin-
gowe o dobrym poziomie czuloSci i swoistoSci, zar6wno
w przypadku gruczolakéw, jak i rakéw jelita grubego.
Zostalo to szeroko udokumentowane [10, 14-20]. Swo-
isto$¢ metody w przypadkach raka jelita grubego zostala
w roznych badaniach umiejscowiona w zakresie od 0,71
do 0,98 [10, 16-20, 41-44]. Liczba badanych wynosifa
w cytowanych pracach od 55 do 982 chorych. Charak-
terystyka grup kontrolnych byla r6zna w cytowanych
badaniach. Zazwyczaj obejmowatla pacjentdéw zaréwno
z objawami choroby, jak i bez; (a) poddawanych kolono-
skopii lub ezofago-gastro-duodenoskopii [10], u ktoérych
nie stwierdzono zmian patologicznych; (b) osob zgtasza-
jacych si¢ do diagnostyki z powodu objawoéw chorobo-
wych ze strony jelita grubego lub 0séb z podejrzeniem
raka jelita grubego czy chor6b zapalnych jelit lub oséb
poddawanych badaniom przesiewowym w kierunku raka
jelita grubego, z ktorych wszystkie poddane zostaly bada-
niu kolonoskopowemu [43] i (c) osoby w starszym wieku,
uczestniczace w duzym badaniu populacyjnym, majacym
na celu ocen¢ nowych metod zapobiegania, wczesnego
rozpoznawania i leczenia choréb przewleklych, ktore nie
byly poddawane badaniu kolonoskopowemu [44].

Na dzien dzisiejszy wiedza dotyczaca swoistoSci
badania stolca na obecno$¢ markera M2-PK w duzej
grupie pacjentdw poddanych badaniom przesiewowym
w kierunku raka jelita grubego jest ograniczona. W zwiaz-
ku z tym celem naszego badania byto opisanie swoistosci
badania katu na poziom markera M2-PK w duzej grupie
przypadkowo dobranych o0s6b, niezgtaszajacych zadnych
objawow ze strony jelita grubego oraz przedstawienie
dystrybucji pozioméw M2-PK w r6znych grupach wie-
kowych.



Material i metody

Pacjenci

Do badania wlaczono 4854 ochotnikdw w wieku od 19 do 94 lat
(Ryc. 1), w tym 2461 (50,7%) mezczyzn i 2393 (49,3%) kobiet.
Wszyscy ochotnicy brali udzial w roboczym programie skryni-
gowym w kierunku raka jelita grubego, prowadzonym od marca
2005 r. do marca 2006 r. Osobom badanym nie zalecano stoso-
wania jakiejkolwiek specjalnej diety.

Probki stolca

Wszyscy chorzy otrzymali pojemniki typu Quick-Prep (Sche-
Bo; Biotech AG, Giessen, Niemcy) oraz zostali pouczeni, aby
pobraé probke naturalnie wydalonego stolca. Chorym udostep-
niono réwniez papierowe urzadzenia do zbierania stolca, dzigki
czemu zapobiegano kontaktowi stolca z woda w toalecie. Probki
stolca mogly by¢ przechowywane do 48 godzin w temperaturze
pokojowe;.

Pomiar stezenia M2-PK w stolcu

Po pobraniu i homogenizacji probek okreSlane byly st¢zenia
M2-PK za pomoca dost¢pnej na rynku metody z zastosowa-
niem techniki sandwich ELISA (czyli warstwowego ELISA),
w oparciu o dwa rézne przeciwcialta monoklonalne, specyficz-
ne dla dimerowej formy M2-PK (ScheBo; Biotech AG, Gies-
sen, Niemcy). Wynik testu uznawano za dodatni, jesli poziom
M2-PK przekraczal 4 kU/L, zgodnie z zaleceniami producenta
testu. Wszystkie badania przeprowadzane byly w tej samej pra-
cowni, w wystandaryzowanych warunkach.

Ocena swoistosci

Swoisto$¢ byta kalkulowana z zastosowaniem standardowego
formatu 4 x 4 (Tab. I), gdzie a = wyniki prawdziwie dodatnie,
b = wyniki fatszywie dodatnie, ¢ = wyniki falszywie ujemne,
d = wyniki fatszywie dodatnie. Swoisto$¢ odpowiada prawdopo-
dobienstwu uzyskania dodatniego wyniku u 0s6b chorych i wyra-
zona jest wzorem a/(a+c). Jedyne dane dostgpne w naszym
badaniu, przeprowadzonym na 4854 ochotnikach, to wszystkie
wyniki dodatnie (a+b) i wszystkie wyniki ujemne (c+d). Oso-

Tab. I. Dane pogrupowane celem obliczenia swoistoSci metody

Obecnosé choroby

Wynik testu . Suma
tak nie
Dodatni a b (a+b)
Ujemny c d (c+d)
Suma (a+c¢) (b+d) (a+b+c+d

bom ze stwierdzonym podwyzszonym poziomem M2-PK zale-
cano wykonanie kolonoskopii, ale brak pewnej liczby dalszych
danych wynika z tego, ze ostateczna decyzja co do wykonania
dalszych badan pozostawiona byta chorym. W przypadku ochot-
nikéw nie istniata rowniez mozliwo$¢ natozenia na nich obo-
wigzku zglaszania wynikow kolonoskopii. W celu pozyskania
szacunkowych wynikéw dla dodatniego wyniku badania wartoSci
a i b zostaly poréwnane z cz¢sto$cia wystgpowania raka jelita
grubego w populacji [45], wynoszaca 50/100 000 oraz czgstoscia
wystegpowania przedinwazyjnych zmian zwigzanych z nowotwo-
rzeniem w obrebie jelita grubego [46], wynoszaca 330/100 000.
Zatem calkowite szacunkowe wystepowanie zmian oceniono na
380/100 000. W przypadku wynikéw ujemnych konieczne byto
przyjecie zalozenia, ze ¢ = 0, tj. ze wszystkie wyniki ujemne
wiazg si¢ z brakiem wystgpowania schorzenia, poniewaz brako-
walo dalszych danych dotyczacych przebadanych ochotnikdw,
jak juz wyjasniono powyzej. W zwiazku z tym uzyskane wyniki
dotyczace swoistosci badania musza by¢ traktowane jako jedynie
szacunkowe.

Wyniki
Rozkiad poziomoéw M2-PK

U 4425/4854 badanych stwierdzono wartosci M2-PK
ponizej punktu odcigcia, tj, ponizej 4,0 kU/L, co ozna-
cza, ze u 91% badanych poziom M2-PK odpowiadal
wartoSciom prawidlowym. Stezenia M2-PK wynosily
ponizej 2 kU/L u 3537/4854 oséb (73%), a stezenia
rz¢du 2-4 kKU/L stwierdzono u 888/4854 o0sdb, tj. u 18%.
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Ryc. 1. Rozkiad wieku w grupie badanych przesiewowo ochotnikow
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Ryec. 2. Liczba ochotnikéw a oznaczone st¢zenia kinazy pirogronianowej M2

Stezenia powyzej 4 kU/L stwierdzono u 429/4854 osob,
tj. u 9%. W tym u 252/4854 os6b stezenia te miescily sig
w granicach 4-6 kU/L. Poziomy powyzej 6 kU/L (do mak-
symalnej wartosci 85,5 kU/L) stwierdzono w probkach
stolca 177/4854 osob (4%) (Ryc. 2).

Tab. II. Stezenia kinazy pirogronianowej M2-PK wyrazone w Ku/L
w funkcji wieku

Kobiety Mgzczyzni
Wielko§¢ statystyczna Wiek Wiek

(lata) M2-PK (lata) M2-PK
Mediana 48,00 0,71 48,00 0,79
Srednia 48,88 1,56 48,79 1,72
Odchylenie standardowe 10,22 3,40 10,02 3,20
Blad standardowy 0,21 0,07 0,20 0,06
Przedzial ufnosci 95% 0,41 0,14 0,40 0,13
Przedzial ufnosci 99% 0,54 0,18 0,52 0,17
Liczebnos¢ grupy - 2393 - 2461

Poziomy M2-PK a wiek badanych

Srednie stezenie M2-PK wyliczone dla wszystkich 4854 ba-
danych os6b wyniosto 1,6 kU/L (zakres: <2 - 85,5 kU/L;
odchylenie standardowe =3,3kU/L; mediana 0,7 kU/L);
wyniki wedtug plci — patrz Tabela II. Pomiedzy grupami
mezezyzn i kobiet nie stwierdzono istotnych statystycz-
nie roznic co do wieku, jak i pozioméw M2-PK. Odset-
ki wynikéw dodatnich przedstawionych w funkcji wieku
w grupach podzielonych na dekady zycia przedstawiono
na Rycinie 3. Stwierdzono znamienng statystycznie roz-
nicg (p<0,001) pomigdzy poziomami M2-PK w grupach
wiekowych 20-49 lat (mediana M2-PK 0,66; Srednia 1,49;
SD + 2,93) oraz 50-79 lat (mediana M2-PK 0,086; Srednia
1,82; SD = 3,72) (Ryc. 4).

Szacunkowa ocena swoistoSci

W Tabeli IIT przedstawiono wyniki oceny swoisto$ci w za-
kresie od 0,93 do 0,96.

Tab. III. Szacunkowa swoisto$¢ metody dla d = 4425

Szacunkowe wystgpowanie w grupie

Dane z Tabeli I dla 0s6b z wynikiem dodatnim

Szacunkowa swoisto$é

100000 os6b a b (a+b) d/(b + d)
2,0 97 332 429 0,93
3,8 184 245 429 0,95
5,0 243 186 429 0,96
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Ryc. 3. Odsetek chorych z dodatnim wynikiem testu na kinazg pirogronianowa M2
przedstawiony w funkcji wieku

Dyskusja

Marker M2-PK to synonim formy dimerowej izoenzymu
glikolizujacej kinazy pirogronianowej typu M2 [22, 23].
M2-PK jest izoenzymem kinazy pirogronianowej, cha-
rakterystycznym dla wszystkich komoérek proliferujacych
i moze wystegpowac zarOwno w postaci dimeru, jak i te-
trameru. W poprzednich badaniach wykazano, ze M2-PK
jest uwalniana do stolca chorych z gruczolakami lub guza-
mi jelita grubego, jak rowniez, ze M2-PK moze by¢ tatwo
zmierzona przy zastosowaniu powszechnie dostepnego
testu sandwich ELISA [10, 14-20].

Przydatno$¢ oznaczania wartosci M-PK w stolcu
jako narzedzia w badaniach przesiewowych na obecno$¢

gruczolakéw lub guzéw jelita grubego zostata uprzed-
nio potwierdzona [10, 14-20]. Swoisto$¢ oceniana w tych
badaniach mieScita si¢ w zakresie od 0,71 do 0,98 w przy-
padku rakow jelita grubego [10, 16-20; 41-44], ale liczba
badanych os6b w poprzednich badaniach miescita si¢
w zakresie od 55 do 982; byly to zatem grupy znacznie
mniej liczne niz badana przez nas grupa 4854 uczest-
nikéw. Uzyskane przez nas wyniki swoistoSci metody
(w zakresie od 0,93 do 0,96) plasuja si¢ blisko uprzednio
stwierdzanych warto$ci maksymalnych (zakres 0,71-0,98).
Wadg badania stanowi fakt, ze nie mozna bylo uzyskac
wynikow dalszych badan diagnostycznych (kolonoskopii)
u 4854 chorych, nie powinno to jednak dziwi¢ w przypad-
ku tak licznej grupy badanej, zwtaszcza jeSli sklada sie
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Ryc. 4. Stezenia kinazy pirogronianowej M2 w dwoch grupach wiekowych 20-49 i 50-79 lat
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ona z ochotnikéw. Tym niemniej uzyskane wyniki pod-
kreSlaja przydatno$¢ oznaczania poziomu M2-PK jako
nieinwazyjnej, szybkiej, tatwej i korzystnej ekonomicznie
metody prowadzenia badan przesiewowych w kierun-
ku raka jelita grubego. Dodatkowo poziomy M2-PK
przedstawione w funkcji wieku os6b badanych stanowig
doktadniejszy zbior danych niz jakikolwiek opublikowany
dotychczas.
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