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Czy kinaza pirogronianowa moze by¢ markerem raka
niedrobnokomérkowego ptuca?

Is it possible for pyruvate kinase to be a non-small cell lung cancer marker?
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A — przygotowanie projektu badania, B — zbieranie danych, C — analiza statystyczna, D — interpretacja danych,
E — przygotowanie maszynopisu, F — opracowanie pismiennictwa, G — pozyskanie funduszy

Wstep. Nowotwory ztoSliwe ptuca sa najczestszg przyczyna zachorowar i zgonéw sposréd wszystkich choréb
nowotworowych. Dominujacym typem nowotworu ptuca jest rak niedrobnokomérkowy. Wczesne wykrycie choroby oraz le-
czenie jej w mozliwie najnizszym stopniu zaawansowania daje najwieksze szanse na dtugoletnie przezycie chorego. Wobec
narastajacych wskaznikéw zapadalnosci na NDRP konieczne jest rozwijanie diagnostyki choréb nowotworowych, co pozwo-
li na wczesne wdrozenie leczenia.

Cel pracy. Ustalenie stopnia klinicznej przydatnosci diagnostycznej oznaczen dimerycznej formy kinazy pirogronianowej
w surowicy krwi oséb chorych na niedrobnokomérkowego raka ptuca przy wykorzystaniu metody spektrofotometryczne;j.
Materiat i metody. Uczestnikami badania byli pacjenci Dolnoslaskiego Centrum Choréb Ptuc we Wroctawiu. W dwéch gru-
pach badanych znaleZli sie pacjenci ze zdiagnozowanym rakiem ptuca — pierwsza stanowili chorzy na gruczolakoraka (adeno-
carcinoma), a druga — na raka ptaskonabtonkowego (carcinoma planoepitheliale). Grupe kontrolng stanowili pacjenci, u kté-
rych nie stwierdzono choroby nowotworowej. Materiatem badanym byta surowica krwi, ktéra poddano pomiarowi aktywno-
$ci enzymatycznej kinazy pirogronianowe;j.

Wyniki. Analiza wykazata, ze migedzy grupami badanymi a grupa kontrolng wystepuja znaczne réznice w aktywnosci enzy-
matycznej kinazy pirogronianowej. Procentowy przyrost wartosci aktywnosci byt najwyzszy w grupie chorych na raka pta-
skonabtonkowego (134,5%), a nastepnie w grupie z rakiem gruczotowym (132,1%). W grupie kontrolnej parametr ten osig-
gnat wartosc¢ 116%.

Whioski. Pomiar aktywnosci enzymatycznej kinazy pirogronianowej moze by¢ dodatkowa metoda, obok badar obrazowych,
pomocna w rozpoznawaniu raka niedrobnokomérkowego ptuca. Charakteryzuje sie stosunkowo duzg czutoscia i matg inwa-
Zyjnoscia.

Stowa kluczowe: rak niedrobnokomérkowy ptuca, kinaza pirogronianowa, diagnostyka.

Background. Lung cancer is the most common cause of morbidity and mortality among all cancers. The dominant
type of lung cancer is non-small cell lung cancer. Early diagnosis, rapid and least possible invasive treatment gives the best
chance to extend life expectancy. Considering increasing level of NSCLC morbidity it is extremely important to develop cancer
diagnostics, which will allow to implement necessary treatment in early stages.

Obijectives. The main focus of this paper is to establish level of usability for dimeric form of the pyruvate kinase in NSCLC
patient plasma using spectrophotometric method.

Material and methods. Participants of the study were chosen from patients of the Lower Silesian Lung Disease Centre in
Wroclaw. Patients were allocated in to two study groups: first containing patients who were diagnosed with adenocarcinoma,
second containing patients who were diagnosed with carcinoma planoepitheliale. The control group was chosen from patients
who were not diagnosed with cancer. Material in question was plasma, tested on pyruvate kinase activity.

Results. Analysis showed a difference in pyruvate kinase activity between patients in study groups and test group. The highest
increase in enzyme activity was found in group of patients diagnosed with carcinoma planoepitheliale (134.5%). In the group
of patients diagnosed with adenocarcinoma enzyme activity increase reached 132.1% and in test group, 116%.

Conclusions. Testing enzyme activity of pyruvate kinase can be an additional helpful method in NSCLC diagnoses, besides
diagnostic imaging. This method is characterised by high sensitivity and low invasiveness.

Key words: non-small cell lung cancer, pyruvate kinase, diagnostics.
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Wstep

Nowotwory ztosliwe ptuca wnosza corocznie do $wia-
towych statystyk zachorowari na choroby nowotworowe
okoto 20% przypadkéw i powodujg niemal 30% zgonéw
wywotanych nowotworami (ok. 1,5-1,6 mIn) [1, 2]. Wsréd
nowotworéw ztosliwych ptuca dominujacym typem (ok.
80-85% przypadkéw) jest niedrobnokomérkowy rak ptuca

(NDRP) [3, 4]. W Polsce od wielu lat utrzymuje si¢ poziom
ponad 20 tys. zachorowan na raka ptuca i poréwnywalna
(wzrastajaca) liczba zgonéw. W 2011 r. na raka ptuca za-
chorowato 20 805 os6b, a zmarto 22 216 oséb [5].
Najbardziej skuteczng metodg terapeutyczng w NDRP
jest radykalne leczenie operacyjne, szczegdlnie efektywne,
gdy dotyczy guzéw do 3 cm, otoczonych zdrowym miaz-
szem ptucnym i bez zajecia weztéw chtonnych oraz przy
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braku przerzutéw [6]. Statystyki wskazuja jednak, ze w oko-
to 70% przypadkéw rak ptuca rozpoznawany jest w sta-
diach IlIB lub 1V, kiedy mocno ograniczone sa mozliwosci
interwencji terapeutycznej [7]. Relatywnie niskie sg przezy-
cia 5-letnie chorych na NDRP. W grupach poddanych do-
szczetnej resekcji wynosza 20-60%, w zaleznosci od sta-
dium choroby, a w grupie wszystkich chorych — 5-15% [8].
Wiekszos¢ chorych dyskwalifikuje z leczenia operacyjnego
zbyt p6Zne rozpoznanie choroby, bedace wynikiem braku
metodycznego poddawania sie przez pacjentéw okresowym
ocenom stanu zdrowia, utrudnionego dostepu do specjali-
sty pulmonologa albo zwtoki w podjeciu wtasciwych badar
i/lub ich dtugotrwatosci [9, 10]. Utrudnienie w sprawnej
diagnostyce raka ptuca sprawiaja tez mato skuteczne narze-
dzia diagnostyczne. Podstawowe wciaz narzedzie przesie-
wowe w NDRP — badanie RTG — ma te wade, ze czesto nie
ujawnia nowotworu umiejscowionego w okolicach o ogra-
niczonej dostepnosci (Srédpiersie, szczyt ptuca) oraz nie po-
zwala na wiarygodna interpretacje guzéw matych [11]. Tak-
ze dokonane w ostatnich dziesiecioleciach postepy w dia-
gnostyce raka ptuca (niskodawkowa TK, nowoczesne tech-
niki bronchoskopowe) nie spowodowaty istotnego przeto-
mu w skutecznej walce z ta chorobg [7].

W ostatnich latach w literaturze medycznej ukaza-
to sie wiele obiecujacych doniesieri naukowych o przydat-
nosci w diagnozowaniu nowotworéw réznych narzadéw
przez liczne biomarkery nowotworowe — zwiazki chemicz-
ne (m.in.: biatka, enzymy, hormony, glikoproteiny, antyge-
ny) pochodzenia endogennego, ktére odzwierciedlajg zwigk-
szong proliferacje komérek nowotworowych oraz ich rézni-
cowanie i obumieranie. Wystepuja one w tkance nowotwo-
ru lub sa przez nig wytwarzane (markery bezposrednie), badz
sq produkowane przez inne tkanki i narzady chorego jako
odpowiedZ na pojawienie sie i rozrost nowotworu (marke-
ry posrednie). Zwiazki te sa syntetyzowane i wydzielane do
ptynu pozakomdrkowego gtéwnie przez zywe komérki no-
wotworowe lub uwalniane z obumierajacych komérek guza,
lecz takze przez komérki prawidtowe [12]. Najogdlniej po-
dzieli¢ je mozna na: a) krazace w krwi, b) wydalane z rézny-
mi wydalinami i c) wystepujace na powierzchni komérek no-
wotworowych [13]. Mozna je oznaczaé za pomoca réznych
metod (chemicznych, immunologicznych, biologii moleku-
larnej). Warunkiem nadania danej substancji statusu markera
jest stwierdzenie jej znaczaco wyzszego wytwarzania w no-
wotworze niz w komdrce prawidtowe;.

Jednym z biomarkeréw badanym klinicznie w odniesie-
niu do wielu narzadéw jest dimeryczna forma kinazy pi-
rogronianowej, okreslana jako Tumor M2-PK. Doniesie-
nia z badan wskazujg na skutecznos¢ Tu M2-PK w diagno-
zowaniu raka jelita grubego (RJG). Przy czutosci na pozio-
mie 68,8-91% i swoistosci rzedu 71,9-100% M2-PK sta-
ta sie dobrym, nieinwazyjnym parametrem przesiewowym
dla RJG [14]. Obiecujace parametry (czutosé¢ — 71%; swo-
istos¢ — 68%) uzyskano przy zastosowaniu M2-PK w odnie-
sieniu do raka trzustki, a takze raka zotadka (czutos¢ w prze-
dziale 57-71%) [15]. Inne doniesienia wskazuja na moz-
liwos¢ wykorzystania Tu M2-PK w diagnostyce nowotwo-
réw ptuc, przewodu pokarmowego i nerek [14], choroby
Lesniowskiego-Crohna oraz wrzodziejacego zapalenia jelit
[16]. Wzrost poziomu Tu M2-PK ma miejsce takze przy wie-
lu stanach zapalnych w organizmie [17, 18]. Jest wiec mar-
kerem o wszechstronnym zastosowaniu, niespecyficznym.

Kinaza pirogronianowa (pyruvate kinase — PK) jest enzy-
mem komdrkowym, ktéry wystepuje powszechnie w orga-
nizmach jedno- i wielokomérkowych i jest biatkiem szcze-
gblnie istotnym w tkankach o wysokim obrocie energetycz-
nym [19, 20]. PK jest enzymem z klasy transferaz, biorgcym
udziat w szlaku glikolizy, katalizujac przeniesienie grupy
fosforanowej z fosfoenolopirogronianu (PEP) na ADP, w wy-
niku czego powstaje pirogronian i czasteczka ATP [21].

W organizmie cztowieka i innych ssakéw wystepuje w czte-
rech izoformach: M1, M2, R i L, ktére nieznacznie r6znig
sie od siebie formami molekularnymi tego samego enzymu,
odréznialnymi metodg elektroforezy. Petnia w organizmie
te sama funkcje, wiec nie powoduja widocznych zmian fe-
notypu. Za ,prototypowa” uwazana jest izoforma kinazy pi-
rogronianowej M2, gdyz jest typowa dla tkanek ptodowych,
pojawiajaca sie w rozwoju ontogenetycznym jako pierwsza.
Wraz z rozwojem organizmu izoforma M2 zastgpowana jest
przez inne, tkankowo specyficzne izoenzymy: w migsniach
szkieletowych, sercu i mézgu przez izoforme M1, w tkan-
kach krwiotwérczych i erytrocytach — przez izoforme R,
a w watrobie — przez izoforme L [19, 22, 23].

We wszystkich zdrowych organach tkankowo swoiste
izoformy PK wystepuja w postaci ztozonej z czterech pod-
jednostek (tetramer). Nieaktywna forma, ztozona z dwéch
podjednostek (dimer), jest charakterystyczna dla guzéw,
a takze innych, intensywnie proliferujacych tkanek, np.
przewlektych stanéw zapalnych [19, 25]. Ujawnienie obec-
nosci w organizmie dimerowej postaci kinazy (Tu M2-PK)
stanowi wiec sygnat o potencjalnych zmianach nowotwo-
rowych, przy czym zaznaczy¢ nalezy, ze maja one miejsce
tam, gdzie wystepuje przewaga izoformy dimerowej nad te-
tramerowq [26, 27].

Specyficzny dla komérek nowotworowych jest o wiele
wyzszy, niz w przypadku komérek normalnych, poziom gli-
kolizy i intensywniejszy rozktad glutaminy, a takze reduk-
cja glukoneogenezy [22] oraz poziom produkcji mleczanu,
przy czym ma to miejsce nawet w warunkach duzej dostep-
nosci tlenu (tzw. efekt Warburga) [28]. M2-PK wydzielana
jest przez komérki silnie proliferujace, takze nowotworo-
we, w ktérych zawsze dominuje [26, 27]. Wspétczesny stan
wiedzy pozwala na uogélnienie, ze wiekszos¢ nowotwo-
réow wykazuje zwiekszong ekspresje izoenzymu M2 oraz na
to, ze forma dimerowa — w przeciwieristwie do formy tetra-
merycznej — pozbawiona jest niemal catkowicie wtasciwo-
Sci katalitycznych. Wiadomo tez, ze za dysocjacje tetrame-
ru do dimeru odpowiedzialne sa onkoproteiny [24].

Cel pracy

Celem gtéwnym pracy byto ustalenie stopnia klinicznej
przydatnosci oznaczeri dimerycznej formy kinazy pirogro-
nianowej w surowicy krwi oséb chorych na NDRP przy wy-
korzystaniu metody spektrofotometryczne;j.

Cele szczeg6towe obejmowaty:

1) doswiadczalne potwierdzenie podwyzszonych pa-
rametréw dimerycznej formy kinazy pirogronia-
nowej (Tu M2-PK) u oséb chorych na NDRP pod
wptywem aktywacji przez F-1,6-BP;

2) zbadanie poziomu czutosci i swoistosci narzado-
wej M2-PK w NDRP na podstawie przeprowadzo-
nych badari;

3) poréwnanie i zweryfikowanie uzyskanych wyni-
kéw z doniesieniami o efektach dotychczasowych
préb klinicznych z Tu M2-PK jako potencjalnym
markerem NDRP;

4) poréwnanie uzyskanych w badaniu parametréw
w odniesieniu do raka gruczotowego i ptaskona-
btonkowego;

5) dokonanie oceny zastosowanej metody badawczej;

6) wyciagniecie wnioskéw dotyczacych potencjalnej
rekomendacji Tu M2-PK jako markera w diagnozo-
waniu NDRP.

Materiat i metody

Uczestnicy badari rekrutowali sie sposréd pacjentéw
Dolnoslaskiego Centrum Choréb Ptuc we Wroctawiu. Na
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badanie uzyskano akceptacje Komisji Bioetycznej, a pa-
cjenci podpisali stosowng zgode. W dwéch grupach bada-
nych znaleZli sie pacjenci ze zdiagnozowanym rakiem ptu-
ca. Pierwszg stanowili chorzy na gruczolakoraka (adenocar-
cinoma), a druga — na raka ptaskonabtonkowego (carcinoma
planoepitheliale). Utworzono tez grupe kontrolna, ztozona
z 0s6b, u ktérych nie stwierdzono nowotworu. Dwanascio-
ro sposréd nich przebyto leczenie operacyjne z powodu ta-
godnego guza ptuca (hamartoma bronchiale), u osSmiorga
stwierdzono guz zapalny.

1. Grupa kontrolna liczyta 20 oséb, w tym 10 kobiet
i 10 mezczyzn w przedziale wieku 22-76 lat (Sred-
nia wieku — 48,3; mediana — 53,5).

2. Grupa badana (adenocarcinoma) — 27 oséb, w tym:
7 kobiet i 20 mezczyzn, w przedziale wieku 42-83
lata (Srednia wieku — 60,5; mediana — 66,0).

3. Grupa badana (carcinoma planoepitheliale) — 23
osoby, w tym: 10 kobiet i 13 mezczyzn, w prze-
dziale wieku 54-83 lata (Srednia wieku — 70,4; me-
diana - 72).

Od uczestnikéw badan, ktérzy wzieli w nich udziat na
zasadzie dobrowolnosci, pobrano krew, z ktérej odciggnie-
to i odwirowano surowice. Oznaczone prébki surowicy po
przygotowaniu mieszaniny reakcyjnej (V = 800 pl), zawie-
rajacej: 50 mM BTR; 100 mM KCl; 0,1 mM EDTA; 10 mM
MgCl,; 0,17 NADH; 1,88 mM ADP; 0,5 mM PEP; 1U LDH
i 150 pl surowicy, poddano pomiarowi aktywnosci enzyma-
tycznej kinazy pirogronianowej. Pomiary wykonano przy
wykorzystaniu metody optycznej (spektrofotometr) z reak-
cja pomocnicza i wskaznikowa. W pomiarach prébek wy-
korzystano pomocniczy uktad enzymatyczny w postaci
sprzezonych ze sobg reakc;ji:

Kinaza pirogronianowa

PEP + ADP >

Pirogronian + ATP
LDH

Pirogronian + NADH + H* ——— Mleczan + NAD*

Szybkos¢ utleniania NADH mierzono przy przyjetej dla
tej reakcji dtugosci fali swietlnej — 340 nm. Za jednostke
aktywnosci enzymu (1U) przyjeto ilos¢ enzymu katalizu-
jaca przeksztatcenie 1 pmola substratu w ciggu 1 minuty,
przy temperaturze 37°C, w Srodowisku pH = 7,5. Molowy
wspdtczynnik reakcji absorpcji dla NADH wynosit 6,22 x
103 M'em™.

Wyniki uzyskanych badar poddano opracowaniu staty-
stycznemu. Dla wszystkich grup zostaty wyliczone wartos¢
srednia (X), mediana (M), kwartyle (25Q-75Q), zakres (min—
max) i odchylenie standardowe (SD) badanych parametréw
ciagtych. Weryfikacje hipotezy o réwnosci Srednich para-
metréw w grupach przeprowadzono ze wzgledu na mata
liczbe przypadkéw (zatozono brak rozktadu normalnego)
testem nieparametrycznym sumy rang Kruskala-Wallisa.

Dla parametréw dyskretnych czestos¢ wystepowania
cechy w grupach analizowano testem c?z poprawka Yatesa.

Dla wybranych grup wyliczono: czutos¢ i swoistos¢ wy-
branych parametréw, wyniki prawdziwie dodatnie (PD),
wyniki fatszywie ujemne (FU), wyniki prawdziwie ujemne
(PU) oraz wyniki fatszywie dodatnie (FD).

P < 0,05 uznawano za znamienne statystycznie. Anali-
ze statystyczng przeprowadzono wykorzystujac komputero-
wy pakiet programéw statystycznych EPIINFO Ver. 7.1.1.14
(z dnia 2.07.2013).

Wyniki

Surowice krwi pobrane od wszystkich uczestnikéw ba-
dania poddano pomiarowi na stezenie Tu M2-PK (dane
w tab. 1 2). Z analizy statystycznej wynika, ze miedzy ba-
danymi grupami wystepuja znaczne réznice w Sredniej ak-
tywnosci enzymatycznej kinazy pirogronianowej, przy
czym najwyzsze parametry sredniej arytmetycznej i odchy-
lenia standardowego miaty miejsce w odniesieniu do gru-
py kontrolnej. Parametry te w przypadku grup chorych (ade-
nocarcinoma i planoepitheliale) nie odbiegaty tak istotnie,
cho¢ byty wyzsze w przypadku chorych na raka gruczoto-
wego (dane w tab. 3-5). Dla uzasadnienia tych wynikéw
przyja¢ mozna dwie hipotezy. Pierwsza opiera sie na usta-
leniach, ze wysokie stezenie kinazy pirogronianowej jest
charakterystyczne nie tylko dla nowotworéw, czy trwaja-
cego procesu nowotworzenia, ale tez dla wielu stanéw za-
palnych i choréb przewlektych [17, 18]. Druga podnosi
aspekt korelacji wieku i aktywnosci enzymatycznej, ktéra
z wiekiem maleje [30]. W omawianym przypadku zaréw-
no Srednie wieku, jak i mediana wieku byty znaczaco niz-
sze w grupie kontrolnej. Jednak mimo nizszej bezwzgledne;j
wartosci aktywnosci kinazy pirogronianowej u os6b w po-
desztym wieku wzrost aktywnosci enzymu po aktywacji pozo-
staje na podobnym poziomie. Dodanie do mieszaniny reak-
cyjnej fruktozo-1,6-bisfosforanu (FBP) spowodowato znacz-
ny wzrost aktywnosci enzymatycznej kinazy pirogroniano-
wej w prébach badanej surowicy krwi. Wzrost nastapit we
wszystkich grupach. Procentowy przyrost wartosci aktyw-
nosci enzymatycznej PK byt najwyzszy w grupie chorych
na raka ptaskonabtonkowego (134,5%), a nastepnie w gru-
pie z rakiem gruczotowym (132,1%). W grupie kontrolnej
parametr ten osiaggnat wartos¢ 116%. Poréwnywalne byty
mediany w grupie chorych na raka gruczotowego i w gru-
pie kontrolnej. Odchylenia standardowe w grupach cho-
rych byty znaczaco wyzsze niz w grupie kontrolnej (dane
w tab. 3-5).

W zaleznosci od stopnia zaawansowania nowotworu,
niezaleznie od typu histopatologicznego, najwyzsza srednia
aktywnos¢ zanotowano u chorych w stopniu Il — 146,3%,
natomiast aktywno$¢ w stopniu Il i | nie réznity sie znacza-
co, wynoszac odpowiednio: 127,3 i 126,6%. Wyniki bada-
nia aktywnosci kinazy pirogronianowej u poszczegdlnych
pacjentéw przedstawiaja tabele 1 i 2.

Tabela 1. Wzrost aktywnosci kinazy pirogronianowej w surowicy pacjentéw chorujacych na raka niedrobnokomérkowego

ptuca
Wiek

Lp. Pltec

Wzrost aktywnosci
w %

Rozpoznanie

TNM Stopieri zaawansowania

histopatologiczne

1. M 55 128 ca planoepitheliale T2aNO IB
2. M 81 134 ca planoepitheliale T2aN1 A
3. K 70 130 adenocarcinoma T2bN1 1B
4. M 66 113 adenocarcinoma T1bNT1 A
5. K 64 118 ca planoepitheliale T1aNO IA
6. M 72 174 ca planoepitheliale T2bN2 MA
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Tabela 1. Wzrost aktywnosci kinazy pirogronianowej w surowicy pacjentéw chorujacych na raka niedrobnokomérkowego
ptuca

Pte¢  Wiek Wzrost aktywnosci  Rozpoznanie TNM Stopieri zaawansowania
w % histopatologiczne

7. M 78 149 ca planoepitheliale T3N1 A
8. K 55 154 adenocarcinoma T2aN2 A
M 62 122 ca planoepitheliale T2bN1 1B
10. M 68 176 adenocarcinoma T2aN2 A
11. M 42 104 adenocarcinoma T1aN1 IA
12. M 78 107 ca planoepitheliale T2aNO IB
13. M 72 156 adenocarcinoma T1bN2 A
14. K 71 143 ca planoepitheliale T4N2 B
15. M 81 131 adenocarcinoma T2aNO IB
16. K 48 112 adenocarcinoma T1aN2 A
17. M 52 142 adenocarcinoma T2bN1 IIB
18. K 67 157 ca planoepitheliale T2bN2 A
19. M 61 138 adenocarcinoma T1aNO IA
20. M 57 119 adenocarcinoma T1aN1 A
21. M 58 137 adenocarcinoma T2aN1 lIA
22. K 78 154 ca planoepitheliale T3N1 A
23. M 83 106 ca planoepitheliale T2bN2 A
24. M 80 132 adenocarcinoma T2bN1 1B
25. K 78 129 ca planoepitheliale T2bN1 1B
26 M 62 143 adenocarcinoma T2aN1 IIA
27. M 79 168 ca planoepitheliale T3N2 A
28 K 56 119 adenocarcinoma T1aN1 IA
29. K 59 161 adenocarcinoma T2aN1 IIA
30. M 57 164 ca planoepitheliale T2bNO A
31. M 66 132 ca planoepitheliale T2aNO IB
32. M 59 115 adenocarcinoma T1bN1 A
33. K 70 123 ca planoepitheliale T2aNO IB
34. M 58 136 adenocarcinoma T2aN1 A
35. K 72 140 ca planoepitheliale T1bNO IA
36. M 81 158 ca planoepitheliale T2aN2 A
37. M 56 127 adenocarcinoma T2aN1 A
38. K 60 135 adenocarcinoma T1bN1 A
39. M 68 117 adenocarcinoma T1bN1 A
40. M 78 122 ca planoepitheliale T2aNO IB ;
41. |k 80 [125 ca planoepitheliale T1bN1 1A >
42. M 67 123 adenocarcinoma T1aN2 IMA é
43. M 44 106 adenocarcinoma T1aN2 A .§
2
44, M 60 127 ca planoepitheliale T2aNO IB <
45, M 78 174 adenocarcinoma T2bN2 A S
46. K 54 106 ca planoepitheliale T2bNO A g
47. K 67 123 adenocarcinoma T2aN1 IIA a
48. M 42 130 adenocarcinoma T1bN2 A ::;
49. | K 56 | 108 ca planoepithelale T1bN1 A 2
50. M 48 115 adenocarcinoma T1aN1 lIA %
E
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Tabela 2. Wzrost aktywnosci kinazy pirogronianowej
w surowicy pacjentéw z grupy kontrolnej

Lp. Ptec Wiek Wazrost aktywnosci w %
1. M 54 111
2. K 60 130
3. K 34 132
4. M 72 124
5. K 64 118
6. M 76 131
7. M 62 120
8. K 58 108
9. K 57 129

10. K 53 127

11 M 23 110

12. K 34 103

13. K 28 123

14. M 45 104

15. K 22 104

16. M 38 105

17. M 60 136

18. M 67 104

19. K 31 93

20. M 28 108

Tabela 3. Parametry aktywnosci enzymatycznej kinazy pirogronianowej w surowicy przed i po aktywacji fruktozo-1,6-
-bisfosforanem — zestawienie zbiorcze dla grupy kontrolnej

N X M Minimum  Maksimum 25Q 75Q SD
Wiek 20 48,3 53,5 22,0 76,0 32,5 61,0 17,2
AA/s - FBP 20 0,000656 0,000527 0,000238 0,001238 0,000410 0,000926 0,000308
U/ml - FBP 20 0,0339 0,0283 0,01220 0,0637 0,0211 0,0476 0,01579
AA/s + FBP 20 0,000729 0,000629 0,000300 0,001456 0,000475 0,000958 0,000315
U/ml - FBP 20 0,0383 0,0330 0,01580 0,0763 0,0249 0,0503 0,01654
Wzrost aktyw- | 20 116,0 114,5 93,0 136,0 104,5 128,0 12,4
nosci w %
PLEC K/M 20 10/10

Tabela 4. Parametry aktywnosci enzymatycznej kinazy pirogronianowej w surowicy przed i po aktywacji fruktozo-1,6-
-bisfosfonianem - zestawienie zbiorcze dla grupy pacjentéw z adenocarcinoma

o

=5 N X M Minimum  Maksimum 25Q 75Q SD

& Wiek 27 60,5 66,0 42,0 83,0 57,0 78,0 11,3

§ AA/s - FBP 27 0,000489 0,000523 0,000217 0,000734 0,000342 0,000623 0,000154
-°;’ U/ml - FBP 27 0,0251 0,0269 0,0111 0,0377 0,0176 0,0320 0,00794
Q

f AA/s + FBP 27 0,000629 0,000649 0,000266 0,000986 0,000454 0,000783 0,000207
8 U/ml - FBP 27 0,0330 0,0341 0,0140 0,0526 0,0239 0,0411 0,01093
>~

E Wozrost aktyw- | 27 132,1 130,0 104,0 176,0 117,0 142,0 19,1

= nosci w %

(-9

5 Pte¢ K/M 27 7/20
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Tabela 5. Parametry aktywnosci enzymatycznej kinazy pirogronianowej w surowicy przed i po aktywacji fruktozo-1,6-
-bisfosfonianem — zestawienie zbiorcze dla grupy pacjentéw z carcinoma planoepitheliale

N X M Minimum  Maksimum 25Q 75Q SD
Wiek 23 70,4 72,0 54,0 83,0 62,0 78,0 9,5
AA/s - FBP 23 0,000401 0,000369 0,000223 0,000672 0,000299 0,000477 | 0,000135
U/ml - FBP 23 0,0203 0,0190 0,0115 0,0346 0,0154 0,0240 0,00663
AA/s + FBP 23 0,000525 0,000506 0,000310 | 0,001034 0,000365 0,000616 | 0,000190
U/ml - FBP 23 0,0275 0,0265 0,0163 0,0543 0,0192 0,0323 0,01000
Wzrost aktyw- | 23 134,5 129,0 106,0 174,0 122,0 154,0 20,6
nosci w %
Pte¢ K/M 23 10/13

Tabela 6. Wzrost aktywnosci kinazy pirogronianowej u chorych z adenocarcinoma

ADENO N =27 Kontrola N = 20 P Czutosé

PD FU FD PU
N N

[%]

z

Z n = progu

Czutos¢
+ swoistos¢

[%]

Swoistos¢

[ %]

z z > progu Z < progu
117 |21 6 10 10 0,0938 | 77,80 50,00 127,80
18 |20 7 10 10 0,164 | 74,10 50,00 124,10
119 |20 7 9 11 0,06 74,10 55,00 129,10
120 |18 9 9 1 0,235 | 66,70 55,00 121,70
121 |18 9 8 12 0,128 | 66,70 60,00 126,70
122 |18 9 8 12 0,128 | 66,70 60,00 126,70
123 |18 9 8 12 0,128 | 66,70 60,00 126,70
124 |16 11 7 13 0,177 |59,30 65,00 124,30
125 |16 11 6 14 0,0907 | 59,30 70,00 129,30
126 |16 11 6 14 0,0907 | 59,30 70,00 129,30
127 |16 11 6 14 0,0907 | 59,30 70,00 129,30
128 |15 12 5 15 0,0724 | 55,60 75,00 130,60
129 |15 12 5 15 0,0724 | 55,60 75,00 130,60
130 |15 12 3 17 0,0116 | 55,60 85,00 140,60
131 |13 14 3 17 0,0394 | 48,10 85,00 133,10
132 |12 15 2 18 0,0257 | 44,40 90,00 134,40
133 |11 16 1 19 0,0147 | 40,70 95,00 135,70
134 |11 16 1 19 0,0147 | 40,70 95,00 135,70
135 |11 16 1 19 0,0147 | 40,70 95,00 135,70

Tabela 7. Wzrost aktywnosci kinazy pirogronianowej u chorych z carcinoma planoepitheliale

PLANO N = 23 Kontrola N = 20 p Czutosé Swoistos¢ Czutosé
+ swoistos¢
PD FD PU [%] [%] [%]
N Y N N
n> progu n < progu Z > progu Z < progu
117 19 4 10 10 0,0512 | 82,60 50,00 132,60
118 19 4 10 10 0,0512 | 82,60 50,00 132,60
119 18 5 9 11 0,0531 78,30 55,00 133,30
120 18 5 9 11 0,0531 78,30 55,00 133,30
121 18 5 8 12 0,0245 | 78,30 60,00 138,30
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Tabela 7. Wzrost aktywnosci kinazy pirogronianowej u chorych z carcinoma planoepitheliale

PLANO N = 23 Kontrola N = 20 p Czutos¢ Swoistos¢ Czutos¢
+ swoistos¢
PD FD PU [%] [%] [%]
N N N N
n > progu n Z > progu Z < progu
122 18 5 8 12 0,0245 | 78,30 60,00 138,30
123 16 7 8 12 0,101 69,60 60,00 129,60
124 15 8 7 13 0,0946 | 65,20 65,00 130,20
125 15 8 6 14 0,0457 | 65,20 70,00 135,20
126 14 9 6 14 0,0858 | 60,90 70,00 130,90
127 14 9 6 14 0,0858 | 60,90 70,00 130,90
128 13 10 5 15 0,0751 | 56,50 75,00 131,50
129 12 11 5 15 0,132 52,20 75,00 127,20
130 11 12 3 17 0,0494 | 47,80 85,00 132,80
131 11 12 3 17 0,0494 | 47,80 85,00 132,80
132 11 12 2 18 0,0182 | 47,80 90,00 137,80
133 10 13 1 19 0,0113 | 43,50 95,00 138,50
134 10 13 1 19 0,0113 | 43,50 95,00 138,50
135 9 14 1 19 0,0112 |39,10 95,00 134,10
Dyskusja diagnostyczng (odpowiednia czuto$¢ i swoistos¢ oznacze-

Pomimo dokonujacych sie statych postepéw w medy-
cynie, wczesne i trafne rozpoznanie NDRP definiowane
jest jako najwazniejszy srodek w walce z ta chorobg. Wy-
leczenie w catej populacji chorych na raka ptuca uzysku-
je sie tylko u okoto 15% chorych, a wsréd pacjentéw le-
czonych operacyjnie — juz u okoto 35% chorych [31]. Sta-
nowi to najlepsza rekomendacje dla chirurgicznego lecze-
nia NDRP. Aktualnie stosowang, skuteczng metoda skrinin-
gowa w raku ptuca jest niskodawkowa tomografia kompu-
terowa. Jej stosowanie jest jednak ograniczone przez wyso-
kie koszty [32]. Jednoczesnie rozpoczecie ukierunkowanej
diagnostyki nastepuje na ogét w okresie od 4,5 do 8 miesie-
cy od momentu pojawienia si¢ pierwszych objawéw raka
ptuca [10], co istotnie zmniejsza szanse na zastosowanie ra-
dykalnego zabiegu operacyjnego. Przytoczone dane dowo-
dza, ze kluczowe znaczenie w leczeniu NDRP ma wczesne
rozpoznanie choroby, ktére zwielokrotnia szanse wdroze-
nia leczenia operacyjnego — metody o najwyzszej skutecz-
nosci sposréd obecnie znanych i dostepnych.

Dla sprawnej diagnostyki raka ptuca niezbedne sa meto-
dy diagnostyczne, ktére pozwalatyby na prowadzenie efek-
tywnych badari przesiewowych, szczegélnie w grupach wy-
sokiego ryzyka [7]. Dominujace w badaniach diagnozuja-
cych raka ptuca — RTG klatki piersiowej i badanie cytologicz-
ne plwociny — z uwagi na diagnostyczna niedoskonatos¢, nie
sa w stanie wychwyci¢ petnej populacji chorych, a tym bar-
dziej w sposéb jednoznaczny ocenié postaci histologicznej
raka ptuca oraz potencjalnej rozlegtosci jego rozsiewu. Sta-
boscig standardowego wciaz instrumentarium diagnostycz-
nego (wywiad lekarski, badania dodatkowe), stuzacego ujaw-
nialnosci raka ptuca, jest angazowanie w ten proces lekarzy
kilku specjalnosci. Jest to czasochtonne, co przy specyfice
NDRP ma zasadnicze znaczenie dla skutecznego procesu le-
czenia, a ponadto generuje wysokie koszty badari.

Poszukiwania idealnego markera diagnozujacego raka
ptuca byto i jest przedmiotem licznych badar klinicznych.
Idealny marker powinien odzwierciedla¢ proces chorobowy
lub wynik leczenia, cechowac sie wysoka wiarygodnoscia

nia), powtarzalnoscia wynikéw i mozliwoscig zastosowa-
nia w réznych stadiach rozwoju choroby, charakteryzowac
istotng z klinicznego punktu widzenia ceche badanej tkanki
(rozrost nowotworowy, stopieri zaawansowania guza, wraz-
liwosc¢ lub opornosé na leczenie), nie wymagac inwazyjnych
procedur pobierania materiatu biologicznego oraz wysokich
kosztéw wykonania oznaczen [33-36]. W przypadku dia-
gnostyki raka ptuca istotna wydaje sie takze redukcja liczby
zabiegéw inwazyjnych o charakterze zwiadowczym.

W literaturze fachowej niewiele jest wzmianek o pro-
bach zastosowania Tu M2-PK jako potencjalnego markera
raka ptuca. W dotychczasowych badaniach (w osoczu) uzy-
skano parametr czutosci Tu M2-PK dla raka ptuca w prze-
dziale 50-71%, zaznaczajac, iz wyzsze parametry dotycza
gruczolakoraka [17, 18]. Jednoczesnie w dotychczasowych
publikacjach nie znaleziono informacji podnoszacych wy-
korzystanie metody aktywacji kinazy pirogronianowej przez
F-1,6-BP do celéw diagnostyki nowotworéw ptuc.

Przeprowadzone w Dolnoslaskim Centrum Choréb Ptuc
we Wroctawiu badania nad przydatnosciag Tu M2-PK w dia-
gnostyce NDRP miaty wykazac, czy — i w jakim stopniu —di-
merowa forma PK odzwierciedla metaboliczny stan guzéw
oraz jaka jest czutosc i swoistosc tego markera w odniesie-
niu do histologicznych typéw NDRP - raka ptaskonabton-
kowego ptuca oraz gruczolakoraka. Zastosowano metode
polegajaca na badaniu aktywnosci enzymatycznej PK w su-
rowicy krwi przed i po aktywacji fruktozo-1,6-bisfosforanem
(F-1,6-BP). Wykorzystano w tym przypadku fakt, ze izofor-
ma M2-PK jest allosterycznie regulowana przez F-1,6-BP
(na drodze pozytywnego sprzezenia zwrotnego feed-for-
ward), natomiast M1 nie ulega aktywacji allosterycznej [36].
Poniewaz w surowicy oséb chorych na nowotwér ptuc do-
minuje nieaktywna/mato aktywna M2-PK w formie dime-
ru, to kinetyka reakcji po dodaniu aktywatora allosteryczne-
go przebiega inaczej niz u oséb zdrowych (gdzie wystepu-
je przewaga tetrameru, ktéry jest dodatkowo allosterycznie
aktywowany). Aby wykry¢ obecnos¢ Tu M2-PK wykorzy-
stano wiec réznice w pomiarach podstawowej aktywnosci
PK i po aktywacji izoform PK pod wptywem allestoryczne-
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go aktywatora — fruktozo-1,6-bisfosfonianu. FBP spowodo-
wat wyrazny wzrost aktywnosci Tu M2-PK, co uwidaczniajg
odnotowane w tabelach 1-3 wzrosty procentowe. Przyrosty
aktywnosci odnotowano dla kazdej prébki. Ustalona grani-
ca (poziom przyrostu) pozwolita na zbiorcze obliczenie wy-
nikéw prawdziwie dodatnich (PD), prawdziwie ujemnych
(PU), fatszywie dodatnich (FD) i fatszywie ujemnych (FU),
ktére stanowity podstawe do wyliczenia czutosci i swoisto-
sci dla badanych grup.

Z przedstawionych obliczeri wynika, ze w przypadku ba-
dania aktywnosci Tu M2-PK w surowicy pacjentéw choruja-
cych na raka niedrobnokomérkowego ptuca niemozliwe jest
uzyskanie jednoczesnie wysokiej czutosci i swoistosci. Naj-
wyzszy jednoczesny poziom czutosci i swoistosci uzyska-
no przy wzroscie aktywnosci kinazy pirogronianowej na po-
ziomie 133%, zaréwno dla chorych z adenocarcinoma, jak
i carcinoma planoepitheliale. Charakteryzuje sie on réwniez
wysoka swoistoscia (95%). Poziom taki przyjeto jako zna-
mienny w przypadku wykorzystania enzymu jako markera.

Ograniczenia badania

Istotna niedoskonatoscia pracy byt dobér oséb w obu
grupach badanych. W grupie badanej znajdowali sie cho-
rzy cierpiacy na raka ptuca, w grupie kontrolnej — pacjen-

ci z tagodnymi guzami ptuca (odpryskowiakami) oraz cho-
rzy na zapalenia uktadu oddechowego o lekkim przebiegu.
Z uwagi na fakt, ze statystycznie czesciej na nowotwory zto-
Sliwe ptuc choruja osoby starsze, trudno byto dobra¢ grupe
kontrolng z pacjentéw bez choroby nowotworowej w po-
dobnym przedziale wiekowym, a nieobciazonych innymi
powaznymi schorzeniami.

Whioski

1. U chorych na NDRP stwierdzono istotny wzrost warto-
$ci PK w poréwnaniu z grupa kontrolna, przy czym naj-
wyzszy Sredni przyrost odnotowano w grupie chorych
na raka ptaskonabtonkowego.

2. Jako prég wartosci wzrostu aktywnosci kinazy pirogro-
nianowej, powyzej ktérego czutosc i swoistos¢ badania
jest dostatecznie wysoka, wyznaczono poziom 133%.

3. Walorem zastosowanej metody jest relatywnie wysoka
skutecznos¢ diagnostyczna oraz bezinwazyjnosc.

4. Uzyskane wyniki nie wyczerpuja wprawdzie wymagari
stawianych przed idealnym markerem, niemniej wska-
zuja na jego przydatnos¢ jako narzedzia wspomagaja-
cego diagnostyke raka ptuca.
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