M2-PK széklet sziirdvizsgalat az invaziv és a pre-invaziv stadiumban 1évo vastag
és végbélrak esetében: 4854 onkéntes vizsgalatan alapulé becsiilt specificitas és
eredmények az életkor fiiggvényében
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Bevezetés

A széklet M2-PK szinteket nagy létszamu, tiinetmentes, szlirdvizsgalaton részt vevo
személyek csoportjaban mértiikk meg, hogy meghatarozzuk a vizsgalat specificitdsat és a mért
értékek életkor szerinti eloszlasat. A vizsgalatot szendvics - ELISA teszttel végeztik 4854
onkéntesnél. A mért értékek a 4 U/L hatar alatt voltak 4425 f6 esetében. Ez azt jelentette,
hogy az altalunk vizsgalt emberek 91,2%-anak az M2-PK értéke az egészséges tartomanyban
volt. A pozitiv eredményli személyek aranya a 30-39 éves korosztaly 6,9 %-os értékétdl a 70-
79 éves korosztaly 16 %-os értékéig emelkedett. A teszt becsiilt specificitdsa a prevalencia
adatokat és a jelen tanulmany eredményeit felhasznalva 0,93-0,96 volt. Ez az eredmény
alatamasztja az M2-PK székletteszt hasznossagat, mint a colorectalis rak nonivaziv, egyszert,
gyors ¢és gazdasagos szlirdvizsgalati modszerét.

Evente vilagszerte koriilbelil 1 milli6 embernél diagnosztizdlnak vastag és
végbélrakot és kozel 529 ezren meg is halnak ebben a daganatban. (1) A kor lassu kialakulasa
miatt a vastagbélraksziirés kiilonosen nagy jelentdséggel bir. A rendszeres sziirOvizsgalatok
nagymértékben csokkenthetik a haladlozast. Erre vonatkozoan szamos modszertani leirast
publikaltak kiilonb6z0 orszagokban, beleértve a széklet vérteszteket, szigmoidoszkopiat,
kolonoszkopiat vagy kettds kontrasztos irrigoszkopiat. (2-5)

Habar a kolonoszkopia a colorectalis rak és a rakmegel6z6 allapotok felismerésének

gold standardja, van néhany hatranya. A vizsgalat invaziv, draga, kockézatokkal kell szdmolni
(6) és alacsony az elfogadottsaga a lakossag korében. Példaul Németorszagban a Nemzeti
Rékszlir6 Program keretében a jogosultak 1,7%-a vette igénybe a kolonoszkdpiat. (7)
A kolonoszképiaval ellentétben a széklet vérteszt (FOBT) széles korben elfogadott és
alkalmazott. (3-5) Ez a teszt azon a feltevésen alapul, hogy a polipusok és a malignus
daganatok tobbet véreznek mint a normalis nyalkahartya. (8) Kovetkezésképpen a nem vérzo,
vagy a bélcsatorndba nem elegendd ¢és allanddé mennyiségli vért juttatd daganatokat vagy
polipokat sem a guaiac, sem az immunologiai vértesztek nem latjak. Tehat ezeknek a teszteknek a
szenzitivitasa limitalt. A guaiac alapi FOBT szenzitivitdsa a vastagbélrakra kevesebb, mint
30% ¢és az adenomdkra kevesebb mint 15%. (9,10) Tovéabba sziikség van étrendi
megszoritasra és bizonyos gyogyszerek elhagyéasara, mert példaul a vords hus és bizonyos
nyers ételek, zoldségek, vagy aszpirin és C-vitamin fals pozitiv eredményhez vezethetnek.
Ennek rossz hatasa van a guaiac alapt teszt specificitasara. (11) Mindamellett a guaiac alapt
teszt a korlatai ellenére 15-33%-kal csokkentette a halandosdgot a megsziirt populacidban.
(12,13) Bar a vizsgalatot megel6zé diétazas kellemetlenségét legydzték a koltségesebb
immunoloégiai FOBT kidolgozasaval, az intermittdléan vérzo rosszindulata béldaganatok és
polipusok kimutatdsdnak probléméja tovabbra is fenndll. Annak érdekében, hogy a
szlirdvizsgalatokon résztvevok szamat noveljék, egy noninvaziv, gyors ¢€s gazdasagos
szirdmodszer bevezetése sziikséges. Tovabba nem szabad az occult vér jelenlétén alapulnia,
valamint magas szenzitivitdssal €s specificitassal kell rendelkeznie. A tumor M2-PK ilyen
szempontbol figyelemreméltd, mint az adenémak és a vastagbélrak kimutatasara iranyulo
szlroteszt.



A vizsgalat a tumor metabolizmus egyik kulcsenzimének kimutatasan alapul (10, 14-21) ¢és
fiiggetlen a székletben az occult vér jelenlététdl. A tumor M2-PK a glikolizisben részt vevd
piruvat kindz (PK) izoenzim M2-es tipusanak a dimer formédja. (22, 23) Ez az enzim felelds a
glikolizis utols6 1épcsdjének katalizalasaért, ahol foszfoenolpiruvat alakul at laktattd mikdzben
ATP termelddik. Sokféle tumor enzimatikus vizsgélata soran kideriilt, hogy a tumorgenezis a
piruvat kindz szintjének emelkedésével jar. Ugyanakkor valtozas figyelhetd meg az egyes PK
izoenzimek aranyaban az M2-PK javara és a szovetspecifikus formak (L-PK m4j és vese, M1-
PK izom és agy, R-PK vorosvértestek) rovasara. (24-27)

Az M2-PK fokozott expressziojat a ras és az SP1 és HIF-1 transzkripcids faktorok
kontrollaljak. A ras és a HIF-1 kovetkezetesen megvaltoznak a gasztrointesztinalis
daganatokban. (28-31) Az M2-PK el6fordulhat tetramer forméban, amit magas affinitas
jellemez a szubsztratjdhoz a foszfoenolpiruvathoz (PEP), és egy dimerikus formaban,
alacsony affinitassal a PEP-hez. A tetramer:dimer arany megszabja az energiatermelésre
(tetramer) és a szintetikus felhaszndldsra (dimer) keriild szénhidratok ardnyat. A rakos
sejtekben az M2-PK nagyrészt a dimerikus formaban talalhaté olyan onkofehérjékkel valo
kozvetlen kdlcsonhatas kovetkeztében, mint a pp60v-src kinaz és HPV — 16 E7. (22, 31, 32)
Adenoma vagy malignus daganat esetében az M2-PK a vérbe és székletbe iiriil. Az EDTA-
plazmébol végzett tesztekben emelkedett M2-PK szint mutatkozott nem csak a tapcsatornaban
talalhat6 rak esetén, hanem sok mar daganatnal is. (pl.: tid6, vese, mell, méhnyak). Az
EDTA-plazma teszt rendkiviil alkalmas a paciensek monitorozasara. (33-40) Az M2-PK
székletteszt, mint sziirdvizsgalat adendmak ¢és vastagbélrdk kimutatdsdra vonatkozd jo
specificitasa és szenzitivitasa sz¢les korben bizonyitasra kertilt. (10, 14-20)

A kiilonb6z6 eddig megjelent tanulméanyokban a colorectalis rakra vonatkozd specificitas 0.71
és 0.98 kozott valtozott. (10, 16-20, 41-44) A résztvevOk szama 55-t6l 982-ig terjed. A
kontroll csoportok 1étszama tanulmanyrdl tanulmanyra valtozott és olyan tlinetmentes és/vagy
tiinetes személyekbdl allt, akik (a) alavetették magukat kolonoszkopianak (16-18, 42) vagy
kolonoszkopianak ¢és oesophago-gasztro-duodenoszcopianak (10) barmilyen koros eltérés
nélkiil, (b) olyan személyek, akiknél tiinetek alapjan fennallt a gyanu gyulladasos
bélbetegségre vagy daganatra, valamint vastagbélrak sziirésen vettek részt és kolonoszkopiat
végeztek, (43) (c) idés emberek, akik egy olyan tanulmanyban vettek részt, aminek a célja uj
modszerek értékelése volt a kronikus betegségek megeldzése, korai felfedezése és gyogyitasa
terén. Ez utobbi csoport nem vett részt kolonoszkopian. (44)

Az eddigi tanulmanyok alapjan csak limitalt informaciok alltak rendelkezésiinkre az M2-PK
sz€kletteszt specificitasaval kapcsolatban. Jelen munkank célja az volt, hogy a
szlir6vizsgéalatokra jellemzd tiinetmentes, nem szelektalt nagy létszamu csoport vizsgélata
révén meghatarozzuk a Tumor M2-PK székletteszt specificitasat valamint megvizsgaljuk az
M2-PK szintek eloszlasat a kiillonb6z6 korcsoportokban.

Anyagok és modszerek
Péciensek

4854 oOnkéntes vett részt a tanulmanyunkban, 19-94 éves kortak, akik koziil 2461 férfi és
2393 nd volt. (1. abra)
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Mindenki egy munkaltatd altal szervezett bélraksziird programon vett részt 2005 és 2006
marciusa kdzott. Semmiféle specidlis diétara nem volt sziikség.

Székletminta

Minden résztvevo kapott egy Quick-Prep™ dobozt (ScheBo® < Biotech AG, Giessen,
Germany) ¢és az utasitdsok szerint mintat vett a székletébdl. Papir mintavevd segédeszkozt
azért kellett hasznalni, hogy a széklet ne érintkezzen a vizzel. A székletmintdk maximum 48
oréan keresztiil voltak szobahdmérsékleten.

Széklet Tumor M2-PK koncentracid mérés

A mintak feldolgozasa kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA teszttel tortént meg. Ez két
kiilonboz6 antitesten alapul, amelyek felismerik az M2-PK dimer forméjat. (ScheBo® e
Biotech AG, Giessen, Germany).

A pozitiv eredmény a gyartd altal megadott 4 U/I-t meghalado M2-PK koncentracié volt.
Minden mérést ugyanaz a laboratorium végezte standardizalt koriilmények kozott.

Specificitas becslése

A specificitds kiszamitasdhoz a standard 4*4-es tablat hasznaljuk, ahol a= valds pozitiv,
b=fals pozitiv, c=fals negativ, d=valos negativ.

Betegség statusza
Vizsgalat eredménye | Betegség fennall Betegség nem 4ll fenn | 6sszesen
Pozitiv a b atb
Negativ C d ctd
Osszesen atc b+d atb+ct+d

1. tablazat

A specificitdas a negativ eredmény valdszinlisége egy egészséges emberben és a d/(b+d)
formuldval szamoljuk. A szenzitivitds a pozitiv eredmény valdszinlisége egy beteg ember
esetében és az a/(a+c) képlettel szamoljuk. A 4845 ember vizsgalatabol rendelkezésilinkre allo
adat az Osszes pozitiv (at+b) és az Osszes negativ(c+d) eset szdma. Bar azoknak a




személyeknek, akiknél emelkedett M2-PK szintet mértiink ajanlottuk a kolonoszkdpia
elvégzését, az adatok hianyat okozza, hogy az egyénre maradt a dontés, hogy elvégezteti-e a
vizsgalatot. Az dnkéntességre tekintettel nem ragaszkodhattunk ahhoz sem, hogy az elvégzett
kolonoszkopia eredményét megkiildjék a szervezdknek.

Annak érdekében, hogy az 0sszes pozitiv eredményli vizsgalat (tdblazatban a+b) al és valodi
pozitivitds kozotti megoszlasat megbecsiiljiik a kolorektalis carcinoma gyakorisagat (50/100
000 f6) (45) valamint a rakel6zo allapotok gyakorisagat (330/100 000 f6) (46) vettiik alapul.
A két allapot egyiittes gyakorisaga 6sszesen 380/100 000 {6

Tekintettel arra, hogy ez csak egy becsiilt érték, a specificitasra vonatkozo szamitasainkat a
200-500/100000 6 tartoményra is kalkulaltuk.

Feltételezziik, hogy a negativ tesztek egyikében sem volt jelen a betegség, mivel erre
vonatkozé adat nem all rendelkezésiinkre, azaz a tablazatban a c¢ cella értéke =0.
Hangstlyozzuk, hogy szdmitasaink eredménye csak becslésnek tekinthetd.

Eredmények

Az M2-PK értékek 4425 esetben a 4 U/L hatarérték alatt maradtak, ami azt jelenti, hogy a
vizsgalt onkéntesek 91,2%-anak normalis érteklit M2-PK szintje van. Az M2-PK szintek 3537
esetben 2 U/L alatt voltak és 888 esetben 2-4 U/L-es tartomanyba estek. 429 esetben mértiink
4 U/L szintnél magasabb értéket, ebbdl 252 esetben 4 ¢és 6 U/L kozott, 177 esetben pedig 6-
85,5 U/L-ig terjedt.

M2-PK érték és a kor Osszefiiggése

A 4854 mérés atlagos eredménye 1,6 U/L, <2-tdl egészen 85.5 U/L-ig terjedd értékekkel.
(Részletes adatokat tablazatban €s grafikonon lasd az eredeti angol nyelvii cikkben)

A ndk ¢és férfiak kozott nem mutatkozott nagy eltérés a kor és az M2-PK szint
Osszefliggésében. Jelentds kiilonbség figyelhetd meg a 20-49 és az 50-79 évesek eredményei
kozott. Az atlag a fiataloknal 1,49, mig az iddsebbeknél 1, 82. Az atlagtol valod eltérés is
kiilonbozd: a 20-49 éveseknél plusz-minusz 2.93, mig az 50-79 éveseknél plusz-minusz 3,72.
(4. abra)

A specificitas becslése

A 0.93-0.96-0s specificitasra vonatkozo6 adatokat a kovetkez6 tablazat tartalmazza.

Becslilt gyakorisag 100000 ember 429 pozitiv eset cellaértékei

esetében (I. 1. tblazat) Becsiilt specificitas
a b
2.0 97 332 0.93
3.8 184 245 0.95
5.0 243 186 0.96
Diszkusszio

A tumor M2-PK elnevezés az M2-es tipust glikolitikus piruvat kindz izoenzim dimer
formajanak a szinonimdja. (22, 23)Ez az enzim minden proliferdlé sejt anyagcseréjére
jellemzd. A colorektalis adenoma vagy rak esetében a tumor M2-PK a székletbe keriil és ott
mennyisége konnyen meghatarozhaté egy kereskedelmi forgalomban rendelkezésre 4llo
szendvics ELISA reagenssel. (10, 14-20)



A Tumor M2-PK székletteszt mint vastag €s végbélrakra illetve adenomara vonatkozo jo
érzékenységli és specificitasu sziirdvizsgalat mar korabbi tanulmanyokban bemutatéasra keriilt.
(10, 14-20)

Ezekben a munkékban a béldaganatokra vonatkozo specificitas értéke 0.71 és 0.98 kozott
mozgott, (10, 16-20, 41-44) de a résztvevOk szama 55 és 982 kozott volt, ami sokkal
kevesebb, mint a jelen vizsgalatunkban szerepld 4845 £6. Az altalunk mért 0.93-0.96-os érték
kozel jar az eddig publikdlt érték maximuméhoz. Nem ideélis, hogy nem allt
rendelkezésiinkre minden esetben visszajelzés a kolonoszkdpia eredményérdl, de ez masrészt
nem meglepd, hiszen igen sok emberrdl van szo, és tekintetbe kell venniink, hogy
valamennyien onkéntesek voltak. Mindazonaltal az eredményeink aldtdmasztjak hogy a tumor
M2-PK székletteszt a colorektalis rdk noninvaziv, egyszerli, gyors ¢és gazdasagos
szlirdvizsgalata.
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