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Souhrn

Uvod: Leukémie a lymfomy tvoif vétSinu nadorovych onemocnéni v détském véku.
V pribéhu poslednich 20 let doslo k vyraznému pokroku v oblasti terapie a zlepsila se tak prognéza
téchto pacientll. Zistava vSak oteviena otazka, zda existuji spolehlivé laboratorni markery, které
pomohou rozliSit tato onemocnéni od benignich chorob a zda lze pomoci té€chto vySetfeni
pfedpovédet prognézu pacienta, nebo zda mohou tyto markery vcas odhalit poc¢inajici relaps
zdkladniho onemocnéni. V piipad€é pouZiti biochemickych a radioimunologickych metod se tak

nabiz{ alternativa k molekuldrné genetickym metoddm.

Soubor a metody: V této studii jsme monitorovali hladiny thymidin kindzy (TK) a beta(2)-
microglobulinu (B2MG) u détskych pacienti s leukémiemi (58 déti) a slymfomy (14 déti).
Kontrolni skupinu tvofilo 45 zdravych déti a pro diferencialné diagnostické ucely 109 pacientd
s benignimi onemocnénimi patficimi do diferencidlné diagnostické skupiny leukémii nebo

lymfomt (lymfadenopatie, infekce a autoimunni onemocnéni). Snazili jsme se vyhodnotit klinicky

vyznam sledovanych markert.

Vysledky: NaSe pozorovani prokdzala, Ze hladiny TK i f2MG byly pii diagnéze leukémie
vyrazné zvySeny (mediany TK - 409 U/, B2MG - 1,96 mg/1). ZvySeni obou sledovanych parametri
bylo oproti skupiné€ s benignimi onemocnénimi statisticky signifikantni (p<0,0001). Pro prognézu
vSak nebyl Zadny z markerd stanovenych pifi diagnéze statisticky vyznamny. Zjistili jsme, Ze pfi
relapsu akutni leukémie (7 pfipadtl) doslo ke zvySeni hladin obou markert. ZvySeni hladin bylo u
relapst také statisticky vyznamné p < 0,02535 (TK) a p < 0,04551 (B2MG). Ke zvySeni dochdzelo
s 3-9 mésicnim predstihem pfed klinickym vzplanutim relapsu. Ve skupiné pacienti s lymfomy
jsme ovéfili, Ze pomoci diagnostické hladiny B2MG lze spolehlivé odlisit lymfom od nenddorové
lymfadenopatie (p < 0,0019), pro tuto skupinu vSak vSechna ostatni pozorovani nebyla statisticky

vyznamn4.

Zéavér: Monitorovani hladin TK a B2MG u détskych pacientd md vyznam pii diferencidlni

diagnostice leukemii a lymfom a je diileZité pro casné rozpoznani relapsu u pacientl po 16¢bé.



Summary

Background: Leukemia and lymphoma is common pediatric oncology disease. Monitoring of
these diseases by laboratory technique is difficult. Thymidine kinase (TK) is involved in nucleic
acid synthesis and is therefore considered to be an important proliferation tumor marker. Our main
goal was to determine significance of elevated TK levels in the context of prognosis, differential
diagnosis, monitoring after treatment and relapse marker during follow up in children suffering
from acute leukemia and lymphoma. Another marker beta(2)-microglobulin (B2MG) was studied
for the same purpose. Patients and Methods: TK and B2MG serum levels in 58 children with acute
leukemia and 14 children with lymphoma were determined using radio-receptor analysis (TK) and
ELISA assay (B2MG). Control group included 109 patients with benign disease for leukemia group
and 35 patients with benign lymphadenitis for lymphoma group. Results: Our results showed that
especially TK serum levels at the time of diagnosis of acute leukemia were extremely elevated
(median - 409 U/l ) as well as B2MG (median — 1.96 mg/l). Both markers clearly discriminated
acute leukemia from benign diseases (p<0.0001). In the term of prognosis, none of the markers
reached significant p-value. During relapse of acute leukemia (7 cases), the marker levels increased
considerably above the individual remission level and were statistically significant p < 0.02535
(TK) and p < 0.04551 (B2MG). These results allowed to predict relapse three and more months
before it burned. In lymphoma group, we observed that diagnostic level of B2MG could distinguish
between lymphoma and benign lymphadenitis (p < 0.0019); all other data were not significant.
Conclusion: We assume that tumor markers have different informative value in acute leukemia and
Ilymphoma. In acute leukemia, TK serum level is very helpful for differential diagnosis and
prediction of relapse in follow up. In lymphoma, B2MG represents a very good marker for

discrimination between lymphoma and benign lymphadenitis.
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Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem ptedlozenou praci vypracoval samostatné s pouzitim citované
literatury. Svoluji k zaptjceni této prace ke studijnim dcelim a prosim, aby byla vedena

ptresnd evidence vypujcovatela.
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1 Uvod

1.1 Struktura prace

Disertaéni prace na téma ,Nadorové markery v diagnostice a monitorovani lécby se
zaméienim na détskou onkologii“ byla fesena v ramci vyzkumného zaméru MSM 0021620819

Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni a Fakultni nemocnice Plzen.

Price je roz¢lenéna obvyklym zptisobem do nésledujicich kapitol:

® V uvodni kapitole ,,Soucasny stav problematiky* je zikladni piehled epidemiologie,
klasifikace sledovanych klinickych jednotek. Podrobné je rozebrdna soucasna

problematika thymidin kinazy a jeji role v biologii proliferujicich bunék.

® V kapitole ,,Metodika‘“ jsou charakterizovany jednotlivé sledované skupiny pacientd. Je
zde popsan zpusob klinického hodnoceni, zpiisob sbéru dat, metodika stanoveni

nadorovych markert a statistické zpracovani vysledku.

® V kapitole ,,Vysledky* jsou analyzovany vysledky ziskané béhem sledovani v letech 1996

—2009.

® V kapitole ,,Diskuse* jsou nase vysledky porovnany s udaji v odborné literatuie a je zde
diskutovan vyznam stanoveni nddorovych markerti a vyznam stanoveni thymidin kindzy u

neonkologickych onemocnéni.

1.2 Proliferace

Jednim z atributd détského veku je rast. Behem détského obdobi nekolikrat dojde k prudkému

zrychleni a zpomaleni ristového tempa, coZ je ddno prevazné hormonélnimi vlivy. Vlastni rust je

charakterizovan vyraznou proliferacni aktivitou buncék organismu. Kromé vySe zminéné, zcela
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fyziologické proliferaéni aktivity, vSak v organismu mize dochézet k proliferacim patologickym,
napiiklad pfi nddorovém bujeni, zanétech nebo pfi reparacnich procesech ve tkanich apod. Ne vZdy
je snadné tyto proliferacni procesy od sebe odlisit nebo je monitorovat za pomoci laboratornich
marker. Vlastni jednotlivé vySe uvedené stavy mame moZnost monitorovat vice €i méné
specifickymi laboratornimi markery, napf. u bakteridlntho zanétu se osvédc¢ila hodnota C-
reaktivniho proteinu, interleukinu-6, interleukinu-8, prokalcitoninu apod. (1), u nékterych typad
nadorového bujeni plni obdobnou funkci nadorové markery (2), a u rtstu organismu jako celku
napiiklad insulinu podobny ristovy hormon (3). Jednou z dal§ich moZnosti jak monitorovat
proliferacni procesy v organismu je vyuziti proliferacnich markerti — napiiklad stanovovani hladin

enzymu thymidin kindzy, coZ je dosud v pediatrii pomérné malo prozkoumané téma.



2 Soucasny stav problematiky
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2.1 Epidemiologie, klasifikace a etiologie onemocnéni vztahujicich se

k problematice monitorace TK1

2.1.1 Leukémie v détském véku

Akutni leukémie predstavuji 31% malignich onemocnéni v détském véku do 15 let (4). U této

skupiny pacientli je nejcastéjSim podtypem akutni lymfoblastickd leukémie (ALL), kterd

predstavuje aZz 80% ze vech leukemii. Incidence détskych leukémif (0-19 let) v Ceské republice je

20,6 na 100 tisic déti, coZ predstavuje rocné okolo 60 novych piipadu, viz tabulka 1.

Tabulka 1 - Incidence détskych leukémii v jednotlivych vékovych kategoriich na 100 tisic obyvatel
(ptevzato z Mayer J., Stary J — Leukémie)(12)

Ostatn{ Leukémie
Vekové ALL AML CML
leukémie celkem

skupina

(roky) : : : : :

Chlapci | Divky | Chlapci | Divky | Chlapci | Divky | Chlapci | Divky | Chlapci | Divky

0-4 5,5 4,6 0,7 0,7 0,1 0,1 0,1 0,2 6,4 5,7

5-9 2,6 24 0,8 0,7 0,1 0,0 0,0 0,1 3,5 3,2
10-14 2,0 1,7 0,6 0,6 0,1 0,1 0,1 0,1 2,8 2,4
15-19 1,3 0,5 0,7 0,6 0,3 0,2 0,2 0,0 2,5 1,4

Na zdkladé biologickych charakteristik nidorovych leukemickych bunék se déli akutni

leukémie na dalsi podskupiny. ALL lze klasifikovat dle imunofenotypu na leukémii z B-bunék,

kterd je u déti Cast&j$i a na leukémii z T-bunék. Tyto podskupiny jsou dédle d€leny dle stddia

diferenciace leukemickych bun€k a to pro B fadu na akutni leukémii z B-prekursorovych bunék
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(proB, common ALL, praeB) a ze zralych B-bunék. Pro T fadu je klasifikace analogickd. Akutni
myeloidni leukémie (AML) je druhd nejcastéjSi leukémie v détském véku, jeji klasifikace je
zaloZena na morfologickych charakteristikdch leukemickych bunék a dé€li se na 8 podskupin: MO —
AML s minimélni diferenciaci, M1 — AML bez vyzrdvéani, M2 — AML s vyzrdvdnim, M3 — akutni
promyelocytarni leukémie, M4 - akutni myelomonocytarni leukémie, M5 — akutni monocytarni

leukémie, M6 — akutni erytroidni leukémie, M7 — akutni megakaryocytarni leukémie.

Chronické leukémie se v détském ve€ku vyskytuji velmi ziidka a pokud, tak se vZdy jednd o

chronickou myeloidn{ leukémii (CML).

Akutni leukémie je klondlni onemocnéni hematopoetického systému vznikajici z mutace
(mutaci) v jedné buiice, kterd se délenim pfenasi do dcefinnych bunék. Vznikly bunéény klon timto
ziskava vyhodu a postupné za¢ne dominovat v hematopoeze. U détskych leukémii jsou casto v
souvislosti s etiologii nebo patofyziologii onemocnéni popisovany chromosomalni abnormality (5).
Nejcastéji jsou popisované translokace v MLL genu (11g23) a to pfevazné u kojenct s ALL i
AML, déle pak t(8;21) u M2 AML, t(15;17) u M3 AML a trisomie chromosomu 8 u ruznych
podtypi AML. U ALL se jednd predevsim o t(12;21), t(9;22), t(1;19) a ptitomnost hyperdiploidie
u leukemickych bunék (6). Je potvrzeno, Ze Castéjsi vyskyt leukémie v détském véku je spojen s
uritymi genetickymi syndromy jako napiiklad Downtiw syndrom, kde je riziko vzniku leukémie
zvyseno az 20x pro ALL a AML, a a7 600x pro AML typu M7 (7), z dal$ich se jedna o Bloomuv
syndrom, neurofibromatézu typu 1, ataxii teleangiektdzii a dal§i (8). PrestoZe frekvence
prokdzanych genetickych zmén u détskych leukémii je relativné vysokd, zatim neni zcela jasna
etiologickd souvislost téchto zmén s ohledem na vznik leukémie. Timto problémem se ve svété
zabyva fada védeckych tymi, v CR napiiklad docent Zuna, ktery se snaZi o “backtracking” u
TEL/AMLI pozitivnich leukémii a z jeho vysledktl vyplyvd, Ze ¢ast z téchto leukémii vznika z
preleukemického klonu, ktery je prokazatelné piitomen jiZ pii narozeni, coZ bylo prokdzano
studiem Guthriho kartic¢ek nebo pupecnikovych krvi (9,10). To znamen4, Ze prvni zasah do genové

vybavy bunék probihd prenatdlné a dalsi rozvinuti leukémie b&hem Zivota je zavislé na tzv. druhém

zasahu do genetické vybavy bunék. V piipadé¢ TEL/AMLI1 leukémii jde o deleci 12p, kde je
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lokalizovan druhy gen TEL a buiika tak ztrati heterozygozitu pro tento gen, coZ ma za nésledek
dalsi kaskddu dé&ja, na jejichZ konci je zastava diferenciace postizené bunky, a dojde k prevaze

proliferace nad diferenciaci a nasledné burika ztraci schopnost apoptézy (11).

2.1.2 Lymfomy v détském véku

Maligni lymfomy jsou tietim nejcastéjSim nddorovym onemocnénim v détském véku, po
leukémiich a nddorech CNS, postihuji 10-13% détskych onkologickych pacientl. Jednd se o
riznorodou skupinu lymfoproliferativnich onemocnéni, kterd vznikaji maligni transformaci
lymfocytll na riznych urovnich vyzravani. Zakladni déleni malignich lymfomt je na Hodgkinské

lymfomy (HL), které tvoii 45% a nehodgkinské lymfomy (NHL) (13).

Nejhomogennéjsi a nejvétsi skupinu malignich lymfomi tvoii Hodgkinova choroba, ktera se
vyskytuje nejcastéji mezi 15 a 30 rokem véku. Jeji pfi¢ina neni zndma, zvazuji se genetické vlivy,
nebot’ byla prokdzdna vyssi incidence tohoto onemocnéni u sourozencl a blizkych piibuznych
pacientdl. Zaroven za predisponujici faktor je povaZzovana imunodeficience (primarni i sekundarni)
a v nadorové transformaci lymfocytii se pravdépodobné uplatiuje i infekce virem Epsteina a
Barrové (EBV), jehoZ genom, resp. jeho ¢asti jsou detekovdany v nddorové tkani u 20-50%
nemocnych (14). U Nehodgkinskych lymfomii (NHL), které se vyskytuji nejcastéji okolo 10 roku
veku, je vzhledem k veliké rozmanitosti této skupiny situace jesté méné prehledna. NHL mize
vychdzet z prekursori T, B nebo non-T event. non-B lymfoidni fady. Jednd se bezesporu o
nejrychleji rostouci nddory v détském véku, které mohou ¢asné infiltrovat CNS nebo leukemizovat.
V ramci etiologie se i zde zvazuje vliv imunodeficitd, coZ dokladuje zvyseny vyskyt NHL u ataxia-
teleangiectasia, piti Wiskott-Aldrichové syndromu, AIDS nebo u pacienti po transplantaci
hematopoetickymi kmenovymi buitkami. U nékterych typt NHL hraje pfi vzniku pravdépodobné
roli chronickd stimulace imunitniho systému. Piikladem je nejCastéjSi détsky néador v tropické

Africe — Burkitiv lymfom, jehoZ buiiky obsahuji v 80-90% genom EBYV a jeho vznik souvisi s
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infekci Plasmodiem falciparum, kterd narusi kontrolu proliferace B-lymfocytii infikovanych EBV

(15).

2.1.3 Lymfadenopatie v détském véku

Lymfadenopatie, zvétSeni miznich uzlin, je v klinické praxi u déti velmi CEasto feSenou
problematikou. Uzliny jsou soucdsti periferntho mizniho systému jeSt€ spolu se slezinou,
Iymfatickou plicni tkani, lymfatickou tkani v okolf stftev a Waldayerovym lymfatickym okruhem. K
vlastnimu zvétSeni uzliny mtzZe dojit dvéma zplsoby, jednak proliferaci vnitinich ¢asti uzliny a
jednak zevni infiltraci uzliny. Oba tyto mechanismy jsou popsdny jak u benigni tak u maligni
lymfadenopatie (16,17). Pti¢iny lymfadenopatie u déti jsou velmi riznorodé, lze je rozdé€lit na
pfi¢iny infek¢éni, maligni, autoimunni, hypersenzitivni (iatrogenni reakce), granulomatézni
choroby, ostatni benigni pticiny (18). Souvislost mezi lymfadenopatii a hladinou TK1 byla popsdna

pouze Hallekem v préci tykajici se CLL (19), ale dosud nebyla publikovdna data souvisejici s

nemaligni lymfadenopatii a hladinou TK1.

U lymfadenopatie, vzhledem k tomu Ze se vétSinou nejednd o vlastni onemocnéni, ale
onemocnénim ditéte nebo zda jde o jev nezdvazny, nevyZadujici Zadné dalSi diagnostické, nebo
terapeutické usili. S ohledem na vySe uvedené bylo vypracovdno mnoho algoritmti, jak dospét k
tomuto rozhodnuti, napfiklad v klinické praxi dobfe pouZitelny algoritmus uvadi Bubanska

v ¢lanku: ,,Diferenciédlna diagnostika lymfadenopatii u deti* (18).

2.1.4 Infekéni onemocnéni u déti

Vlastni problematika infekci détského véku je velmi Sirokd a s tématem disertacni prace
souvisi pouze okrajove, proto ji zde podrobnéji nezmifiuji, ale zajimava je problematika vztahu

TK1 a HIV (viz dile).
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V nedavné dobé byl studovan vztah mezi sérovou hladinou TK1 (resp. enzymatickou aktivitou
TK1 v mononukledrnich buiikdch periferni krve pacientt s HIV infekci) a vyvojem onemocnéni.
Klicové je, Ze v ramci protivirové lécby pacientt s HIV infekci se pouzivd celd fada
nukleosidovych analogti jako je AZT nebo d4T. VétsSina téchto 1€ki je podavana v neaktivni formeé
a do aktivni formy se transformuji pomoci fosforylace, kterd probihd intraceluldrné za pfitomnosti
TK1. Studiem TK1 bylo zjisténo, Ze po urcité dobé podavani nukleosidovych analogii (pfibliZzné po
6 meésicich) dochazi k poklesu aktivity TK1 a tim se sniZzuje Uc¢innost 1ékl, coz koreluje s
naslednym vzestupem virové ndloze a poklesem CD4 pozitivnich T-lymfocyth (20). Tato zjiSténi
vedla k tomu, Ze pokles aktivity TK1 je vnimdn u HIV infekce jako marker sniZzené efektivity
nukleosidovych analogli a vede k nutnosti zafazeni jinych neZ nukleosidovych analogli do

1écebnych antivirovych koktejla.

2.2 Thymidin kinaza

Historie a terminologie

Zatazeni thymidinu do DNA struktury bylo popséno jiZ v 50-tych letech minulého stoleti (21).
Pozdé&ji bylo prokazano, Ze tento proces je umoznén mimo jiné fosforylaci thymidinu a jako
klicovy enzym této reakce byla popsdna thymidin kindza (TK) (22). Bylo prokdzano, ze vyssi
organismy maji v buitkich pfitomny dvé€ izoformy tohoto enzymu, TK1 a TK2 (23). Historicky
byla nejprve extrahovdna TK1 z fetdlni tkdné¢ a pozdéji TK2 z adultni tkang, proto diivéjsi
terminologie pouZivala nazvy fetalni a adultni TK (24). Nésledné bylo zjiSténo, Ze TK1 je pfitomna
v cytoplasmé délicich se bunék a Ze jeji hladina je z4visld na tomto cyklu na rozdil od TK?2, ktera je
pfitomna v mitochondriich a jeji hladina je na bunééném cyklu nezavisla (25). Dal§im vyzkumem
byla prokdzana souvislost mezi enzymatickou aktivitou TK a ristem a regeneraci jaterni tkdné na

krysim modelu (26).



17

Biochemicky mechanismus

Syntéza deoxythymidin-monofosfditu (dTMP) de novo je za normdlnich podminek
katalyzovdna thymidil4t syntetizou z deoxyuridin-monofosfatu (dUMP) za piitomnosti kyseliny
listové a vitaminu Bj,. TK je kliCovy enzym jiné reakce, kterou vznikd dTMP, a to tzv.
,»pyrimidinové zachranné cesty* katalyzujici pfechod termindlniho fosfatu z adenosin — trifosfatu
(ATP) na 5’ hydroxylovou skupinu deoxythymidinu (dTh) za vzniku dTMP a ten je poté vmezeten

do nové syntetizované DNA. Schématicky TK katalyzuje reakci: dTh +ATP — dTMP + ADP.

vV 2

TK hraje kliCovou roli pfi regulaci koncentrace nitrobunééného thymidinu béhem bunécného
cyklu. Jak bylo jiz feceno, v lidskych buiikdch jsou pfitomny 2 izoenzymy TK. TK1 je v bunécné
cytoplasmé a jeho nejvyssi koncentrace je v S-fidzi bunéfného cyklu a je pfitomen pouze u
proliferujicich bunék. Aktivita TK1 je nejvétsi ihned po skonceni G1-S faze bunééného cyklu a
béhem G2 faze rychle klesd, enzym je degradovén intraceluldrné a pti normdlnim bunécném déleni
se nedostava extraceluldrné do télnich tekutin (27). Zpétna regulace enzymatické aktivity TK1 je
zajiSténa inhibi¢ni funkci thymidin trifosfatu (TTP), coZ je produkt piedchozi reakce fosforylace
thymidinu (28). Pomoci tohoto mechanismu je dosazeno rovnovdhy v mnoZstvi TTP potfebné k
syntéze nukleové kyseliny a nedochézi tak k presyceni systému TTP. TK1 se vyskytuje bud’ jako
homodimer nebo homotetramer, z nichZ kazdd podjednotka ma velikost 24 kDa (29-31). Ve
skute¢nosti je vetSina enzymu v tkdnich ve formé dimert, které mohou byt aktivovany ATP, poté
se konvertuji na tetramery. TKI1 miZe fosforylovat i pyrimidinova analoga s modifikaci na N-3
nebo C-5 pozici pyrimidinového kruhu a na 3’ pozici ribézy, proto mize fosforylovat i klinicky
dilezitd nukleosidova analoga vcetné S-flouoro 2’-dideoxythimin a 3’-azido-2’,3’-dideoxythymin
(AZT, azidothymidin) (31-33). Druhd izoforma TK, mitochondridlni (adultni) TK2, je na
bunécném cyklu nezavisla. Mitochondridlni TK2 muze také fosforylovat thymidin a deoxyuridin.
Koncentrace TK2 ve tkanich nekoreluje s proliferaci. TK2 hraje klicovou roli v syntéze
mitochondridlni DNA a jeji porucha se vyskytuje u nékterych mitochondridlnich chorob (34). Je
ziejm4 jistd substritovd specificita TK2 v porovndni s TK1, napiiklad thymidinova analoga jako

AZT jsou TK2 fosforylovédna vyrazné méné nez TK1 (31,32).
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Je prokdzano, Ze mechanismus fosforylace dTh za vzniku TMP a tim zajiSténi ,,zdchranné
cesty* syntézy DNA neni zcela univerzdlni. Toto dokldda prace z Essenského pracovisté, kde bylo
popsano, Ze tento mechanismus nefunguje u délicich se bunék jater a lymfocyti svisté lesniho.
Experimentem ex vivo bylo vylouceno, Ze by se mohlo jednat o supresi TK1 aktivity zpé&tné
vazebnym ovlivnénim nadbytec¢nou tvorbou thymidinovych nukleotidii de novo syntézou, nebot
tato de novo tvorba byla zablokovdna methotrexdtem. Autofi vSak v zdvéru zdiraziuji, Ze

patobiochemicka relevance téchto poznatkli musi byt jesté ovéfena dals$im studiem (35).

Molekuldrne genetické souvislosti

V lidskych buiikdch je gen pro TKI1 lokalizovdn na chromosomu 17 a gen pro TK2 na
chromosomu 16 (36). Informace o vlastnostech riznych forem TK nartstaji a bylo jiZ popsano, jak
choviani jednotlivych TK pfi elektroforéze tak jejich kinetické vlastnosti pfi rtznych stupnich
purifikace. TK1 byla neddvno vyextrahovédna v Cisté formé z bunék tkanové kultury HeLa a bylo

ovefeno, Ze se jednd o polypeptidovy tetramer o hmotnosti 24 kDa.

Déle byly prostudovany mechanismy regulace bunééného cyklu na genové trovni za pomoci
naklonovaného genu pro TK1 (37). Intenzita transkripce TK1 genu se mnohondsobné zvySuje pii
rustové stimulaci jinak neproliferujicich bunck (38). Kim a Lee nasli promotor genu pro lidskou
thymidin kindzu, ktery obsahuje 20 bazi a je zodpovédny za transkripéni aktivitu TK1 genu
(39,40). Jini prokézali, Ze aktivita TK1, polo¢as TK1 mRNA a TK1 proteinu jsou také regulovany
post-transkripénimi a post-translaénimi mechanismy (30,41,42). Napiiklad u CLL bunék byla
nalezena vysokd exprese TK-mRNA, ale bez pfitomnosti zvySené hladina aktivniho enzymu, coZ
ukazuje na blok v post-transkripéni, translaéni nebo post-translaéni regulaci (43). Vyrazny
regulacni vliv na post-transla¢ni trovni byl prokazin i u HeLa bunék, kde bylo zjisténo, Ze stabilita
TK1 mRNA je regulovdna signdlni 40 aminokyselinou sekvenci na C konci TK1 proteinu, kterd
determinuje specifickou degradaci enzymu béhem mitézy (44). Delece nebo mutace v této signalni
sekvenci vede k blokaci degradace a dokonce k expresi TK1 behem GO faze (45). Post-transkripcni

modifikace hraji roli i v regulaci aktivity TK1. Napiiklad u HL60 bunék byly prokdzdny zmény v
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aktivité TK1, kterd souvisela se silou fosforylace serinového zbytku proteinu TK1 (46). VSechna
tato zjiSténi ukazuji na velmi komplikovanou regulaci exprese TK1, av§ak pfesny mechanismus
regulace neni zatim objasnén. Dal$i chybéjici idaj je pfesna funkce TKI1, nebot’ existuji bunky v

niz se TK1 viibec nevyskytuje a pfitom jejich rlst a vyvoj nejsou naruseny.

Metodika stanovovdni TK1 a jednotky

Hladina TK1 v séru je velmi nizkd, a proto nejcitlivéj$i mefeni je stanoveni jeji enzymatické
aktivity. Komeréné dostupné testy jsou zaloZeny na inkubaci séra se substratovym analogem pro
TK1. Radioenzymatickd metoda (TK REA) vyuZivé radiododeoxyuridin, u kterého byla methylova
skupina thymidinu nahrazena radioaktivnim '’I. Tento substrét je katalyzovian TK1 a uvolnéni
radioaktivita odpovidd mnozZstvi enzymu v séru (47). Nové€jsi neizotopové metody vyuZivaji jiné
analogy jako je napfiklad bromo-deoxyuridin nebo 3“-amino-2°,3"-deoxythymidin nebo substrity
podobné AZT. Doposud jedinym neizotopovym dostupnym systémem je kit pro LIAISON pfistroj
od firmy DiaSorin (48). Tato dvoukolovd metoda (TK ELISA) je zaloZena na principu ELISA
metody a stanovuje enzymatickou aktivitu TK1 (25). V prvnim kroku se TK1 (pfitomnd v séru
pacienta) fosforyluje AZT na 5”-monofosfiat (AZTMP) a mnoZstvi AZTMP je méfeno kompetitivni
ELISA pomoci specifickych protilatek proti AZTMP. Vyhodou AZTMP je jeho stabilita v krvi i
séru a neni dale degradovan nebo fosforylovan (49,50). DuleZité je také, Ze tato metodika je
specifickd pro TK1, protoZe k fosforylaci AZT pomoci TK2 dochdzi pouze minimalng (31). Dalsi
neizotopovd metoda (kterd je je$t€¢ ve stddiu vyzkumu) je test DiviTum od firmy Biovica
vyuzivajici jako substrat pro TK bromdeoxyuridin, ktery je fosforylovdn na jeho monofosfat a
nasledné aZ na trifosfat dalSi kindsou piitomnou v reakéni smési. Tento trifosfat je imobilizovéan
DNA syntézou pfi niZ je polyA fetézec kovalentni vazbou ukotven na mikrotitraéni desti¢ce a
slouzi jako templat pro reverzni transkriptizu. Po probéhlé reakci je desticka oplachnuta a je
pfiddna protilatka anti-bromdeoxyuridin, kterd je konjugovédna s alkalickou fosfatasou (ALP).
Navizané mnozstvi ALP tedy odpovida aktivit¢ TK ve vzorku. MnoZstvi alkalické fosfatasy je
stanoveno reakci, pfi které ALP katalyzuje pfidany chromogenni substrat p-nitrofenyl fosfét

(pNPP). Tato metoda eliminuje zpétnovazebnou inhibici produktem, vyuZivd saturovanou
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koncentraci substrdtu, a proto vykazuje nejméné 10krat vys§i citlivost pro detekci rostouci
rakovinné masy. Série standardli pfitomnych na desticce zjednoduSuje hodnoceni vysledkl a

zajistuje dobrou reprodukovatelnost (51).

Aktivita TK je vyjadfovdna jako nanogramy na litr. To vSak neznamend, Ze skuteCné
mnozstvi enzymu odpovidd této hodnoté, ale Ze aktivita enzymu ve vzorku je stejna jako
v referenénim vzorku, ktery obsahuje toto mnoZstvi rekombinantni TK-ref. U vSech metod to tedy
zna¢i méfeni enzymatické aktivity, ale pfesto vyrobci poskytuji vysledky v mezindrodnich
jednotkdach (IU/1). AvSak toto vyjadieni nebere v dvahu casovy interval, béhem kterého bylo
méteni provddéno, proto by pouZivand jednotka méla byt IU na litr za hodinu (52). Tento parametr
byl udavan na pfechodné obdobi firmou Immunotech (Praha), okolo 2000 (IU=1.2x10""* mol/s).

V soucasnosti Zddna firma dod4vajici komercni kity nezohlediiuje tento parametr.

TK byla detekovéana i v tkdniovych vzorcich po extrakci tkdn€. Standardni metoda pro extrakci
tkdn€ nebyla zatim vyvinuta. Vysledky ukazuji, Ze zde neni Zddny vztah mezi tkdnovou TK
v nddorové tkdni a malignim charakterem nddoru. Praktické vyuZiti této metodiky nebylo zatim

nalezeno.

Déle jsou kdispozici protildtky proti TK pro imunohistologickou detekci. Frekvence
pozitivnich signdldl v tkdni odrdZzi miru proliferace, toto ale neni standardni metoda pro stanoveni

malignosti nddoru (53-55).

Vybrané priklady chorob, kde byla monitorovdna TK1

Vysledky u kontrolnich zdravych jedincti a pacientl se zanétlivymi chorobami, benignim
nddorem prsu a stfeva jsou shrnuty v tabulce 2. Tabulka ukazuje, Ze znacn€ zvySend hladina TK
v séru je nalézdna u pacientil s virovymi infekty, hlavné s herpes simplex a zoster, autoimunitnimi
chorobami a benignimi granulomatosnimi onemocnénimi (napi.u chronické hepatitis) a ¢aste¢né u

perniciosni anémie (52,56-58).
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Tabulka 2 - Hladiny TK1 (IU/1) u chorob riizné etiologie a u zdravych dospélych jedinci
(52,56,57,58)

Soubor/ Potet Medién [TU/] Rozmezi [TU/]
Onemocnéni
Zdravi jedinci 100 4 1-6
Bakterialni infekce 100 10 4-15
Virové infekce 100 54 12-164
Autoimunitni choroby 40 28 2-56
Benigni nddor prsu 40 9 0-30
Benigni nador
traviciho traktu 20 10 0-12

Zvysena sérova hladina TK1 byla detekovana u tady solidnich niddord a byla prokazana jeji

korelace s progresi onemocnéni.

2.2.1 Monitorace thymidin kinazy u karcinomu prsu

Invazivni karcinom prsu je jeden z nejcastéj$ich nddort u Zen v zapadni Evropé€. Prognostické
a prediktivni faktory jsou u tohoto onemocnéni dualeZité z hlediska odhadu piipadné rekurence
nadoru a odpovédi na 1é€bu. Jako prognostické faktory byly doposud stanoveny velikost nddoru (T)
, postiZeni lymfatickych uzlin (N), pfitomnost hormondlnich receptorti (HR), histologicky grade a
vék pfi diagnéze. Je prokdzano, Ze proliferace nddorovych bunék karcinomu prsu (monitorovdna
pomoci biochemickych proliferaénich markerti) je asociovdna s ristem nadoru, progresi choroby,

rizikem metastdz (59).

Zvysena hladina TK1 zjiSténd u pacientd s karcinomem prsu, byla v nekolika studiich
testovdna jak z hlediska prognostického tak i prediktivniho (60-62). Prognosticky vyznam byl
prokdzéan v souboru 290 pacientek, kde vysokd vstupni aktivita TK1 korelovala s vysokym gradem
a negativitou progesteronovych receptorti (PgR) a predikovala horsi relapse-free survival (RFS) u
podskupiny pacientek v pre/peri-menopauze a horsi overall survival (OS) u podskupiny pacientek v
post-menopauze (54). Prediktivni v§znam TK byl dale hodnocen ve dvou retrospektivnich studiich
zahrnujicich témét 2000 pacientek (54,63). V prvni studii byla zvySend hladina TK1 predikci pro

hor$i RFS a OS nezdvisle na 1écbé. Ve druhé zminéné studii zvySend hladina TK1 predikovala lepsi
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disease-specific survival (DSS) a distant relapse-free interval (DFI) u N-negativnich pacientek

1é€enych chemoterapii s antracykliny v porovnani s nelééenymi pacientkami (63).

Z domdcich zkuSenosti je tieba zminit dospelé onkologické centrum ve FN Plzen, kde byla
sledovana hladina TK1 u 400 pacientek s nddorem prsu pfed odstranénim nadoru a prumérna
hodnota TK1 se signifikantné liila od zdravych jedinct. Avsak TK1 citlivost byla 35% pii 95%
specificité (64,65). Citlivost TK1 se v pribéhu progrese choroby zvySovala a vykazovala vyssi
citlivost neZ markery CA 15-3 a CEA. Soucasné sledovani TK1 a CA 15-3 pfispiva dle plzeiiskych

oev s

zkuSenosti k ¢asnéj$imu zachytu relapsu (64).

Veskeré zminéné vysledku dokumentuji, Ze zvySend hladina TK mutZe slouZit jako marker pro

predikci progrese a rekurence tohoto nadoru viz tabulka 3.

Tabulka 3 - Hladiny TK1 a citlivost pti 95% specificité pro predikci progrese choroby 9,6 a 3 mésice
pied relapsem a v dobé€ klinické manifestace relapsu (Cas 0) u pacientek s nddorem prsu (52)

TK1 [TU/] 9 mésicu 6 mésicu 3 mésice relaps
Median 43 11 18 24

Rozmezi 2-11 4-23 5-24 17-46
Citlivost [%] 5 34 47 69

2.2.2 Monitorace thymidin kinazy u kolorektalniho nadoru

Kolorektdlni niddor je tfetim nejCastéjSim nddorem ve vyspélych zemich. Jen maly pocet
ptipadl je diagnostikovan v lokalizovaném stadiu (39%) s 90% prezitim. VétSinou je choroba
zjiSténa bud’ ve stddiu regiondlniho postizeni nebo v generalizovaném stadiu se vzdalenymi

metastdzami s mnohem hors$im pieZitim 67% resp. 10% (66).

V Plzenském centru je TK1 systematicky sledovana u pacientli s nddorem kolorekta pted a po
odstranéni nddoru a béhem pooperacniho obdobi (56-58, 67-69). Hladiny TK1 pfed operaci byly
vy$§i, ale nedosahovaly statistické vyznamnosti. Poopera¢ni hladiny TK1 byly zvySené nezavisle

na etiologii nddoru (benigni nebo maligni). Po operacich malého rozsahu (napi. operace kyly)
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zGstava hladina TK1 nizkd, coz dokumentuje, Ze pooperacni zvysSeni hladiny TK1 souvisi spiSe
s reparaénimi procesy v tkdnich neZ s vlastni nddorovou proliferaci. Hodnoty TK1 v remisi se
nelisily od kontrolnich hladin zdravych jedinc (57,58). Béhem progrese onemocnéni zvyseni
hladiny TK1 pfedchézelo klinické manifestaci relapsu a citlivost TK1 byla od 30% do 60%, coZ
byly hodnoty vyssi nez hodnoty citlivosti CEA a CA 19-9 ve stejné dobé sledovani viz tabulka 4
(56,58).

Tabulka 4 - Hladiny TK a citlivost pii 95% specificité pro predikci progrese choroby 9,6 a 3 mésice
pred relapsem a v dobé klinické manifestace relapsu (Cas 0) u pacientd s kolorektalnim nadorem (52)

TK1 [TU/] 9 mésicu 6 mésicu 3 mésice Relaps
Median 33 13 19 26
Rozmezi 29 8-27 12-34 17-56

Citlivost [ %] 14 29 48 60

Ve studii  W. Thomase byly hladiny TK1 sledoviany u pacienti s asymptomatickym
kolorektdlnim adenomem, asymptomatickym kolorektdlnim karcinomem a pacientd s jaternimi
metastdzami kolorektdlniho karcinomu. U pacientli s adenomem a jaternimi metastizami byla
hladina TK1 vysS$i v porovndni s kontrolni skupinou, avSak zvySeni nebylo detekovdno u pacientd

s kolorektdlnim karcinomem (70).

2.2.3 Monitorace thymidin kinazy u hematologickych malignit

Hlavnim charakteristickym rysem hematologickych malignit je bunécna proliferace, vzhledem

k tomuto faktu TK1 nachdzi na tomto poli v§znamné uplatnéni.

Chronickd lymfocytickd leukémie (CLL) ma casto ,,doutnavy* pribéh, mize mit velmi
variabilni klinické projevy a ofekdvand délka pieZiti s touto chorobou je velmi rozdilnd — od 1,5
roku od stanoveni diagnézy aZ po normdlni délku Zivota. Vzhledem k tomuto velmi obtiZné
pfedvidatelnému chovani, je v popfedi snaha o nalezeni né&jakého klinicky pouzitelného
prognostického markeru (71). Jednim takovym parametrem je hladina TK1, kterd pfimo koreluje s

prolifera¢ni aktivitou naddoru (72). Aktivita TK1 se ve zdravych buitkdch projevi pouze v kratkém
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obdobi béhem S-faze bunééného cyklu, zatimco jeji aktivita v patologicky proliferujicich buiikdch
je mnohondsobné vyssi (73). Bylo provedeno nékolik studii u lymfoproliferativnich onemocnént,
které potvrdily prognosticky vyznam TKI1. Napiiklad u pacienti s non-Hodgkinskymi lymfomy
nebo s mnohocetnym myelomem hladina TK1 koreluje s gradem malignity, stidiem choroby a
délkou preziti (74-76). U CLL hladina TK1 koreluje nejenom se stadiem dle RAI klasifikace, ale
také s fazi choroby a dovoli tak rozlisit mezi agresivnim a indolentnim onemocnénim (77). Dalsi
studie dokazuji, Ze sérova hladina TK1 je nezdvislym markerem, ktery predikuje délku trvani CLL
do progrese (19,78). Jinou z praci zabyvajicich se timto problémem je prace Raimonda, ktery méfil
hladinu TK1 u 188 pacientti s CLL v aktivni nebo pokroc€ilé fazi onemocnéni (79). V této praci
autori nasli statisticky signifikantni korelaci mezi hladinou TK1, odpovédi na 1écbu i pfeZitim
pacientd. Jako hranici odpovédi zvolili autofi hladinu TK1 10 U/, pticemZ 83% pacienti s TK1 <
10 U/l zareagovalo na 1é¢bu narozdil od pacientii s TK1 > 10 U/l, kde reagovalo pouze 45% (p <
0,01). Tento rozdil byl signifikantni. ale az poté co pacienti byli rozdéleni na skupinu, kterd jiz byla
predlécena a na skupinu dosud nelécenych pacientli a zdroven byli rozdéleni podle klasifikace
Binet. Dulezitym se zda byt i fakt, Ze ze skupiny s TK1 < 10 U/l dlouhodobé piezivalo 65%
narozdil od skupiny s TK1 > 10 U/l, kde to bylo pouze 22% pacientt. Z vysledkl autofi vyvozuji,
Ze informace z monitorace hladiny TK1 jsou prognosticky vyznamné a mohly by naptiklad vést i k
vétsi individualizaci 1éCby, pricemZ pacienti s TK1 > 10 U/l by vzhledem k horsi prognéze méli
projit agresivnéj$i 1écbou. V dalsi studii se autofi zabyvali prognostickym vyznamem dosud
nelécenych pacientl s CLL, ktefi byli v dob¢ diagnézy ve stddiu A dle Bineta. V tomto souboru
bylo 122 pacientl a po statistickém zpracovani bylo zjisténo, Ze pouze 3 ze sledovanych markerd
byly prognosticky vyznamni ve smyslu pfedpovédi progression-free survival (PFS): hladina TK1 >
7,1 U/1, ptitomnost lymfadenopatie a pfitomnost leukocytézy > 75000 /ul. Zajimavé vysledky byly
publikovéany také v piipad€, kdyZ se pacienti z vySe uvedeného souboru rozdélili na 2 skupiny dle
charakteru choroby a to na doutnajici nebo nedoutnajici typ CLL. U nedoutnajici CLL pacienti s

TK1 > 7,1 U/l méli medidn PFS 8 mésict, zatimco u pacientti s TK1 < 7,1 U/l to bylo 49 mésict

(p<0,001), obdobné rozdily byly zjistény i pro skupinu doutnajicich CLL. Z vysledkt je patrno, Ze
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hladina TK1 je nezavisly prognosticky faktor v rdmci podskupin doutnajicich event. nedoutnajicich

CLL stadia Binet A (78).

Lymfomy s ohledem na monitoraci TK1 byly studovdny hlavné mezi lety 1980 a 1990. Tyto
prace prokazovaly zvySenou hladinu TK1 u lymfomd, ale bez dalsi korelace se stddiem
onemocnéni nebo prognézou. U non-Hodgkinskych lymfomt (NHL), coZ je velmi heterogenni
skupina nddorti, mohou nddorové markery pomoci nalézt skupinu vysoce rizikovych pacientl, kteti
TK1. sCD27 koreluje s velikosti nddorové masy a TK1 s proliferacni aktivitou. Ve studii u 79
pacienti s NHL byly nalezeny 4 parametry, které korelovaly se stddiem choroby, mezinidrodnim
prognostickym indexem (International Prognostic Index =IPI) a pfezitim, byly to: sCD27, TKI,
B2MG a hladina laktat dehydrogendzy (LDH) v okamZiku diagnézy. Z téchto markerd byl sCD27
nejlépe odpovidajicim k rozdéleni do dvou rizikovych skupin (vysoké a nizké riziko), zatimco
hladina LDH nejlépe korelovala s prognézou. U indolentnich nddorG se sCD27 osvédcil k
hodnoceni pfeziti bez progrese se statistickou vyznamnosti na hladiné p=0,008. Ze studie vyplyva,
7Ze v ptipadé¢ zamény LDH za sCD27 v IPI skdérovacim systému by byly sndze rozpoznany
indolentni formy lymfomu a zvySila by se prognosticka vdha IPI skére (80). V dalsi studii u NHL
byl prokdzan rozdil v pteZiti v piipad¢, Ze hladina TK1 byla pted 1é€bou < 10 U/, tak 2 leté preziti
bylo 83% narozdil od pacientd s TK1 > 10 U/l, kde bylo pouze 47%. Z danych vysledkl vyplyva,

Ze TK1 mtze pomoci v monitoraci klinického vyvoje NHL béhem 1é¢by a predpovédét progndzu.

U mnohocetného myelomu pacienti ve stddiu I méli signifikantné niz$i hladinu TK1 neZ
pacienti v pokrocilych stddiich (p < 0,01), zdroven bylo zji§téno, Ze hladina TK1 odpovidd i

odpovédi na 1écbu, v remisi klesd a pfi relapsu opét stoupa (81).

U hematologickych onemocnéni TK1 Casto koreluje s dal$imi markery. Diikazem je napiiklad
studie na 35 dospélych pacientech s leukémii/lymfomem z T-bun€k (ATL). Ve skupin€ bylo 15
pacientd s ALL, 10 pacientl s lymfomem a 10 pacientl s chronickou leukémii. Diagnéza ATL byla

stanovena na zdklad¢ klinickych projevii, hematologickych nélezii, pfitomnosti protilatek proti
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ATL asociovanym antigentim a pritkazem monoklondln{ integrace provirové DNA lidského T-
lymfotropniho viru typ I do leukemickych bunék pacientii. Klinické subtypy ATL byly zatazeny
dle kritérii japonské lymfomové skupiny. U pacientl byla zjisStovana koncentrace TK1, sIL-2R a
LDH. 43% pacientli s ALT mélo v séru pozitivni neuron specifickou enoldzu (NSE). Sérova NSE
byla signifikantné vyS$$i ve skupin€ pacientll s akutni leukémii a lymfomy narozdil od chronické
leukémie. Pfi porovndni NSE a ostatnich sledovanych marker vypovidajicich o agresivité
onemocnéni byly u NSE pozitivni skupiny vy$s§i hladiny TK1, sIL-2R i LDH narozdil od NSE
negativni skupiny (82). Sadamori svoji praci potvrdil korelaci mezi hladinou TK1 a odpovédi na
1écbu u ATL, kdy u 52 pacientt s ATL hladina TK1 ptimo korelovala jak se vstupni leukocytézou,
tak s poctem atypickych bunék v periferni krvi. Ale hlavné bylo moZno pomoci hladiny TK1
rozli$it pacienty sméfujici lécbou do remise od pacientl, ktefi nebudou reagovat na 1é€bu (83).
Recentni praci publikoval O’Neil v jehoZ souboru bylo 33 pacientti s ALL, které porovnaval se 49
zdravymi jedinci a prokdzal signifikantn€ vys$si hladinu TK1 u pacientii s ALL. Zaroven dokézal
dle hladiny TK1 pii diagnéze urcit skupinu, kterd po 1écbé pravdépodobné zrelabuje (p<0,05) a
zaroveil u nékolika vybranych pacientii (4xALL, 5xAML) zaznamenal pfi monitoraci TKI1 v
pribéhu 1€¢by a po ni jednoznacny trend, totiZ doslo-li k vzestupu TK1, znamenalo to, Ze pacient

nasledné prod€ld 1 hematologicky relaps onemocnéni (84)

U myelodysplastického syndromu (MDS) se snazil Musto s kolegy zjistit prognostickou vahu
TK1, jakoZzto prolifera¢niho markeru (85). Sérovou hladinu TK1 monitoroval u 90 pacientii s MDS
(22x refrakterni anémie - RA, 17x refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty - RARS, 21x
refrakterni anémie s prevahou blastt — RAEB, 15x refrakterni anémie s pfevahou blastl v
transformaci - RAEB-T a 15x chronickd myelomonocytdrni leukémie — CMMoL). Stfedni hladina
TK1 (U/) pfi stanoveni diagnézy byla 11,9 + 12,6 pro RA, 11,4 = 13,6 pro RARS, 19,9 *+ 28,4 pro
RAEB, 39,6 £ 34,3 pro RAEB-T a 77,7 = 69,7 pro CMMoL. Pacienti s MDS se vstupni hladinou
TK1 > 38 U/l méli signifikantné krats{ preziti narozdil od pacientii s TK1 < 38 U/l (8,2 versus 37,4
mesice, p < 0,0001). Pii dalsi analyze skupiny pacienti s TK1 > 38 U/l v dobé diagndzy, bylo

zjisténo, Ze u 81% z nich se rozvinula AML a u skupiny s TK1 < 38 U/I pouze u 13% (p < 0,0001).
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Multivariantni analyzou bylo zjisténo, Ze TKI1 je nezdvislym prognostickym markerem jak pro

celkové preZziti tak pro riziko blastické transformace MDS (85).

2.2.4 Thymidin kinaza jako marker odpovédi na Ié¢bu u solidnich tumoru

Bylo publikovédno, Ze TK1 miZze byt pouZita jako hodnotici marker 1écebného efektu
pfi 1écbe melanomu (86). V této souvislosti bylo také studovano 257 pacientti s nddorem prsu
pokrocilého stadia, kde byl tamoxifen pouzit jako prvni lécebnd modalita. Ze studie vyplynulo, Ze
vysokd hladina TK1 b&hem 1éEby tamoxifenem byla signifikantnim markerem Spatné klinického
odpovédi na 1é€bu tamoxifenem. Ve studii byla zarovenl monitorovdna thymidilat syntetdza, jejiz
vysokd hladina byla naopak dobrym prediktorem piiznivé odpovédi na 1éE€bu S-fluorouracilem, jez
nasledovala po selhdni 1é¢by tamoxifenem (87). Ve FN Plzen byla TK1 monitorovdna u 30
pacientd s kolorektdlnim karcinomem béhem adjuvantni nebo paliativni chemoterapie. Bylo
zjisténo, Ze se hladina TK1 jako jedina ze sledovanych markera typicky méni béhem chemoterapie
tak, Ze na zacdtku chemoterapeutického cyklu je nizka a na konci vysoka. Dynamika vyvoje hladin
TK1 byla rozdilnd u adjuvantni a paliativni chemoterapie. Z vysledkt vyplynulo, Ze monitorace
hladiny TK1 je velmi dobrym ukazatelem odpovédi jak na adjuvantni, tak na paliativni

chemoterapii u kolorektdlniho karcinomu (88).

2.2.5 Thymidin kinaza u lymfadenopatie

V literatufe nejsou dosud publikovdna Zidna data vztahujici se k monitoraci hladiny sérové
TK1 a lymfadenopatii. TK1 vSak zacind byt aktudlni u lymfadenopatii s ohledem na to, Ze
napiiklad podle van Waardeho radionuklidem zna¢end TKI1 spolu s radionuklidem znacenym
cholinem nebo methioninem ptedstavuji lepsi markery pro rozliSeni mezi nddorovou infiltraci a

zanétem pii PET vySetieni, neZ dosud pouzivand fluorodeoxy glukéza (89).

2.2.6 Thymidin kinaza jako marker zanétu

Ojedin¢le je v literatufe zminéna sérovd hladina TK1 jako marker infekce. TK1 byla

studovéna v souvislosti s monitoraci cytomegalovirové (CMV) infekce po transplantaci ledvin (90).
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Autofi popisuji retrospektivni studii na 20 pacientech po transplantaci ledviny od kadaverosniho
dédrce, u 7 z nich se po transplantaci vyvinula cytomegalovirovd infekce, vSichni tito pacienti méli
zvySenou hladinu TK1 a jeji zvySeni odpovidalo tiZi CMV infekce. Ve stejné praci byl studovan i
vztah hladiny TK1 a rejekci transplantované ledviny a bylo zjiSténo, Ze u vétSiny piipadd
ireverzibilni rejekce Stépu také dochdzi ke zvyseni hladiny TK1. Toto zvySeni je vSak podstatné
niz8§i nez v piipadé CMV infekce a korelace hladiny TK1 a rejekce nebyla vyhodnocena jako
signifikantni. V dalS{ studii bylo popséno, Ze hladina TK dobfte koreluje s odpovédi na 1é¢bu CMV
infekce virostatikem Foscarnet (91). Souvislost mezi thymidin kindzou a HIV infekci byla jiz

zminéna vySse.
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3 Cil disertacni prace

1. Zhodnoceni piinosu nddorového markeru TK1 pro:
® primarni diagnostiku u leukémif a lymfomt u déti
® progndzu détskych pacientl s leukémiemi a lymfomy

® vcasny zachyt relapsu akutni leukémie

2. Vypracovani optimélniho zptisobu interpretace vysledkd hladiny TK1 pfi follow up u déti

po 1é¢bé akutni leukémie
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4 Metodika
4.1 Soubory pacientu a pouzité klinické hodnoceni

4.1.1 Kontrolni skupiny pacientu

1. Kontrolni skupina zdravych déti

Pro tcely této studie byla pouZita skupina 45 zdravych déti ve vékovém rozmezi 5-14 let,
prumérny vek 10 let, median veku 9 let. Charakteristiky hladin TK1 ve skupiné byly: minimum 1,1
IU/1, maximum 5,6 TU/l, medidn 3,5 TU/1, charakteristiky hladin B2MG byly: minimum 0,2 mg/I,

maximum 1,9 mg/l, median 1,0 mg/I.

2. Kontrolni skupina déti s benignim onemocnénim

Kontrolni skupinu tvofilo 109 pacienti s benignimi onemocnénim vySetienych event.
sledovanych na Détské klinice FN Plzen. V této skupiné bylo zahrnuto: 35 déti s nenddorovou
lymfadenitidou, 32 déti s autoimunitnim onemocnénim (ITP, leukopenie, neutropenie, AIHA,
Evanstv syndrom, juvenilni idiopaticka artritida, revmatoidni artritida), 27 déti s prokdzanym
virovym infektem, 8 déti s aplasii kostni dfené, 7 déti s prokdzanou bakteridlni infekci. U Zadného
ze sledovanych déti se béhem sledovani nevyvinulo Zddné hematoonkologické ani onkologické

onemocnéni.

4.1.2 Soubor pacienta s leukémii

Od dubna 1996 do ledna 2009 bylo na Détské klinice FN Plzeii 1é¢eno (a event. sledovdno po
1é¢be) pro leukémii 86 déti, z nich bylo do hodnoceného souboru zatazeno 58 déti (35 chlapcti, 23
divek; pramérny v€k 7 let), u kterych byla zjiSténa diagnostickd hladina sérové TK1 a byla k
dispozici alesponi jedna dal$i hladina TK1 po diagnostickém odbéru. V tomto zdkladnim souboru
nemocnych mélo akutni lymfoblastickou leukémii 48 pacientli, akutni myeloidni leukémii 4
pacienti, chronickou myeloidni leukémii 2 pacienti, akutni hybridni leukémii 2 pacienti, juvenilni
myelomonocytérni leukémii 1 pacient a 1 pacient byl s AML pfi Downové syndromu viz tabulka 5.

Primérna doba sledovani byla 5,8 let. Relaps onemocnéni se vyskytl v 7 piipadech, z toho jedna



31

pacientka prod¢lala 2 relapsy onemocnéni. V souboru zemielo 5 pacientll, vSichni v souvislosti se
zakladnim onemocnénim. Sekundarni malignita se vyskytla ve sledovaném souboru 1x, jednalo se
o adenokarcinom pifusni slinné zlazy s odstupem 4 let od diagnézy leukémie. VSichni pacienti byli
1éCeni piisluSnymi ndrodnimi protokoly pro danou diagnézu a dany vék, diagnéza byla vzdy

potvrzena druhym ¢tenim v naSem piipad€é ve FN Motol.

Tabulka 5 - Souhrnna tabulka vSech déti s leukémif zatazenych do studie

Celkovy . . .
Diagnéza poﬁet ChI:llpm DI\'\Ilky Pzr::tir:lt::;?l
ALL 48 30 18 82%
AML 4 1 3 7%
AHL 2 2 0 3,5%
CML 2 1 1 3,5%
JMML 1 0 1 2%
AML+ Down 1 1 0 2%
Celkem 58 35 23 100%

4.1.2.1 Charakteristika klinického stavu v prabéhu follow up
Klinicky stav jsme hodnotili na zdkladé¢ ambulantniho vySetfeni détskym hematologem, v
souvislosti se sledovdanim nddorovych markerd jsme shromaZd’ovali i udaje o prodélanych

infek¢énich onemocnénich v poslednim mésici pfed odbérem nddorovych markerd.

4.1.2.2 Remise

Remise byla charakterizovdna v souladu s definici WHO jako ,,no evidence of disease®, t.].
morfologicky méné nez 5% blasti v kostni dieni, od roku 2000 pak i pritokovou cytometrii bez
nalezu atypické populace v kostni dfeni a od roku 2002 bez prikazu ptitomnosti nddorovych bunek

molekuldrné-geneticky, t.j. nepfitomnost specifickych prestaveb IgH a TCR v kostn{ dfeni. Aby byl
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splnén poZadavek na ,,no evidence of disease®, tak vSechna vySe uvedena laboratorni kritéria

musela byt ve shodé€ s klinickym nédlezem, ktery nesvédcil pro nélez probihajici leukémie.

4.1.2.3 Relaps
Relaps byl definovan dle morfologickych kritérii jako > 25% blasti ve vzorku kostni dfené po
predchozim dosaZeni remise onemocnéni. Ve skupiné sledovanych pacientii se vzdy jednalo o

izolovany dfeniovy relaps, proto definice mimodfenovych relapst bliZe nespecifikuji.

4.1.2.4 Klinicka data, udaje o lécbé a preziti

Udaje o klinickém stavu pacientii, diagnézich a 16¢bé byly ziskany z vlastnich pozorovani,
déle z chorobopist, z klinického informaéniho systému détské kliniky a FN Plzen (pfednosta
détské kliniky doc. MUDr. J. Kobr, PhD.) a tudaje o follow up z databdze hematoonkologické

ordinace détské kliniky (prim MUDr. Z. Cerna).

4.1.3 Soubor pacienti s lymfomem

Od ledna 1999 do cervna 2007 bylo do souboru zatazeno 14 pacientl s lymfomem. VétSina z
nich byla 1écena na Détské klinice FN Plzen, pouze u 2 pacientd byla sdilena péce s KDHO FN
Motol. V souboru bylo 7 chlapcti a 7 divek a z celkového poétu 14 malignich lymfomi se jednalo
ve 12 pripadech o Hodgkintiv lymfom a ve 2 pfipadech o non-Hodgkinsky lymfom — oba T-
Iymfoblasticky lymfom. Kritéria pro vybér pacientii do sledovaného souboru byla stejnd jako u
leukémii (viz vyse). Ze sledované kohorty pacientl vSichni dosahli kompletni remise onemocnéni a
pii dobé sledovani 6 let nebyl zaznamendn Zadny relaps nebo umrti. Hodnoceni klinického stavu a
follow up byl obdobny jako u skupiny pacientli s leukémiemi (viz vySe). Procentudlné vétsi
zastoupeni Hodgkinskych lymfomu ve sledované kohort¢ pacientil je dano jednak tim, Ze tento typ
lymfomu je v détské populaci nejcastéjsi a dale centralizaci vSech ostatnich typi lymfomt do

KDHO FN Motol.
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4.1.4 Soubor pacientd s lymfadenitidou

Od tnora 2002 do Cervence 2007 bylo do sledované skupiny zafazeno 35 détskych pacientt.
Jednalo se ve vSech piipadech o benigni lymfadenitidu, kterd byla verifikovdna histologickym
vySetienim postizené uzliny (6 piipadil) nebo byl prokdzan etiologicky infek¢ni agens (4 piipady),
nebo nebyl splnén ani jeden z pfedchdzejicich bodi, ale ptes extenzivni vySetieni nebyla zjiSténa
pfi¢ina lymfadenopatie a dal$i klinicky vyvoj potvrdil jeji benigni charakter. Podle lokalizace
lymfadenopatie se jednalo o kréni lymfadenitidu (20 piipadt), tiiselnou (4 piipady), podpazni (1
ptipad), mesenteridlni (1 pfipad), kombinovanou — kréni + tfiselnou (6 piipadl), kréni+podpazni (1

ptipad) a generalizovanou (2 ptipady).

4.2 Stanoveni nadorovych markeru

4.2.1 Metodika stanoveni TK1 v séru

Pouzitd metoda je zaloZena na in vitro radioenzymatickém stanoveni aktivity thymidin kindzy
- isoenzymu TK1. Pfi méfeni dochdzi k enzymatické fosforylaci radioaktivné znaceného substratu
(5-['*I]-deoxyuridin) pomoci thymidin kindzy obsaZené ve vzorku. 5-['*I]-deoxyuridin je
pfeménén na 5-['*’I]-deoxyuridin monofosfat (5-['*I]-dUMP). 5-['**I]-dUMP je oddélen z reakéni
smési adsorbci na ionexu a tato vdzand aktivita se poté méii na gama-citaci. Piistroj automaticky
vypocita pro kazdy vzorek hodnotu B-BO (cpm vzorku -cpm blanku). Hodnoty B-BO standardi
jsou pouzity pro sestaveni kalibracni ktivky v logaritmickych soufadnicich, k proloZeni se pouziva
spline funkce. Podle hodnot B-BO pacientskych vzorkl a kontrol se na kalibra¢ni kfivce odecitaji
vysledky v jednotkach U/L. Pokud je naméfend aktivita TK ve vzorku vyS$si nez 80 U/L, je nutné
vzorek 10x nafedit (20 pl vzorku + 180ul pracovniho roztoku pufru) a analyzovat nafedény roztok.
Vysledek je pak nutno vynasobit 10x. K vySetfeni byl pouzivan kit firmy Immunotech Praha.
VSechna meétfeni probihala v imunoanalytické laboratofi ONM FN Plzen (vedouci laboratofe

prof.MUDr.O.Topol¢an,DrSc.).
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4.2.2 Metodika stanoveni B2MG v séru

Metoda stanoveni B2MG je zaloZzena na principu metody ELISA. VySetfeni probihd na
mikrodestiéce s 96 reakénimi jamkami, kterd je pokryta anti-h-B2MG protildtkami. Vazba analytu
na destic¢ku, tvorba sendvi¢ového komplexu a enzymatickd barevnd reakce probihaji ve 3 reakcnich
fazich. Nejprve se do jamek na mikrodesti¢ce napipetuji vzorky — kalibra¢ni, kontroly a nafedény
vzorek pacienta. Po 30 minutdch inkubace se odmyji z desticky nereagujici sérové komponenty.
V dal§im kroku se napipetuje do jamek konjugaéni roztok anti-h-B2MG-horseradish peroxidiza,
ktery reaguje pouze s jiZ navazanymi komplexy anti-h-B2MG protildtka + B2MG. Po 15 minutich
inkubace se pifebyteCny enzym odmyje. V poslednim kroku se pfidd do reakénich jamek
chromogeni roztok obsahujici 3,3°,5,5"-Tetramethyl-benzidin. Béhem 15 minutové inkubace se
roztok zbarvi do modra, nasledné je pfidan 1 molérni roztok kyseliny chlorovodikové, ktery reakci
ukonéi a barva roztoku se zméni na Zlutou. MnoZstvi barvy pak proporciondlné odpovida
koncentraci B2MG v pivodnim vzorku. Vzorek se proto na konci vyhodnoti v analyzdtoru optické

hustoty pfi pouZiti 450nm filtru.

4.2.3 Odbéry pro stanoveni nadorovych markeru

1. Diagnosticky odbér — odbér provedeny v den stanoveni diagndzy, pted zahdjenim vlastni

1écby.
2. 'V prub¢hu follow up — odbér po dokonceni intenzivni cytostatické ¢asti 1écebného
protokolu a pfi kontrolach v hematologické ordinaci DK v intervalu 3-6 mésict.

Se vSemi pacienty, resp. zdkonnymi zdstupci, byl pfed zafazenim do studie podepsan
informovany souhlas se zatazenim do studie.
4.3 Statisticka analyza

Pro klinické zhodnoceni nddorovych markerd jsou v praci pouZivany ndsledujici statistické

pojmy:
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Cut off (hrani¢ni /diskriminac¢ni/ hladina)

Pfi screeningu a primdrni diagnostice je definovédna jako hladina markeru pod kterou leZi p

% (vétsinou 97,5 %) hodnot zdravych osob

Pii follow up je pro zdchyt recidivy a progrese onemocnéni definovédna jako hladina
markeru, pod kterou lezi p % (vétSinou 95 %) hodnot pacienti v kompletni remisi (= no

evidence of disease)

Senzitivita (SN) - udava procento spravné pozitivnich vysledkti v daném souboru

Specificita (SP) - udava procento spravné negativnich vysledkii v daném souboru

Relativni rizika - udava, kolikrat se zvysi riziko progrese onemocnéni u daného pacienta
pfi hodnoté nddorového markeru nad stanovenou cut off oproti riziku progrese pfii

hodnot¢ pod cut off.

Bezpriznakové preziti (disease free interval = DFI) - uddvd Casovy interval bez
zjevnych piiznakii choroby v ¢ase od primdrni terapie do prvnich, klinicky zjistitelnych

znamek progrese onemocnéni.

Celkové preziti (overall survival = OS) - udava celkovou dobu preziti pacienta v dobé

od primarni terapie do jeho dmrti.

Konfidené¢ni limit (interval) - interval, kde se spolehlivosti 95 % (nebo 99 % ¢i 90 %)

lezi spravna hodnota odhadovaného parametru, napiiklad relativniho rizika.

ROC (Receiver Operating Characteristic).— kiivka, kde pro zvoleny délici bod je

dopocitdna senzitivita a specificita testu.

Box plot (Krabicovy diagram) — graf zn4zorfiuje 25. az 75. percentil hodnot, s dseckou

uprostfed, ktera pfedstavuje medidn. Usetky vybihajici zdiagramu dosahuji
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k minimélnim a maximalnim hodnotdm. Odlehlé hodnoty jsou vyznaceny nad nebo pod

useCkami .
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5 Vysledky

5.1 Kontrolni skupina déti s benignim onemocnénim

V tabulce 6 jsou uvedeny jednotlivé diagnézy u kontrolniho souboru pacienti s benignim
onemocnénim, soucasné¢ je v tabulce uvedena i1 frekvence vyskytu patologickych hodnot

nadorovych markert (t.j. hodnot nad cut off u TK1 nad 8 U/L, u 2MG nad 2 mg/1)

Tabulka 6- Prehled benignich onemocnéni v kontrolni skupiné a charakteristika cetnosti
zvySeni nddorovych markertii v jednotlivych skupindch nad normu

Pot TK1 nad 8 U/l B2MG nad 2 mg/l
) . ocCet
Benigni onemocnéni N N N
(Celkem 109 pacientt) (%) (%) (%)
. 35 27
Lymfadenitis (T7%) 0
Autoimunitni onemocnéni 32 28 3
(88%) (9%)
.. 27 24 12
Virova infekce (89%) (44%)
Bakterialni infekce 7 7 !
(100%) (14%)
. PNV 8 8
Aplasie kostni dfené (100%) 0

Tabulka 7 - Primér, smérodatnd odchylka, medidn, minimum a maximum nadorovych markerti u
kontrolniho souboru pacientl rozdéleno podle jednotlivych onemocnéni

- . . | Pocet TK1 B2MG
Benigni onemocnéni
Celkem 109 ™) Ame i Ame i
(Celkem 109) Primér + Medién Min.- Primér + Medién Min.-
SD Max. SD Max.
Lymfadenitis 35 17,5114 16,5 1,7-59,9 1,27+0,25 1,26 0,85-1,81
AU 3 52,8482.1 2475 | 353209 | 138039 129 | 077222
onemocnéni
Virova infekce 27 166£190,2 55,8 6,9- 699,5 2,23+1,1 2,07 0,9-541
Bakterialni infekce 7 31,4%17,1 25,5 13,9-52,2 1,47+0,58 1,34 0,97-2,22
Aplasie kostni di‘ené 8 17,947.8 17,5 9,3-32,8 0,9610,15 1,01 0,75-1,15
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Z tabulek 6 a 7 vyplyva, Ze nejcastéji je TK1 zvySena nad normu u skupiny bakteridlnich
infekei a skupiny pacientl s aplasii kostni dfen€, avSak hodnoty medianti v téchto skupinach jsou
pomérné nizké, t.j. pouze 2-3 nasobek normy. V literatufe nejsou publikovana Zadnd obdobna data,
se kterymi bychom mohli naSe vysledky porovnat, ale pfedpoklddali jsme, Ze nejvétsi zvySeni TK1
bude u virovych infekci, coz se potvrdilo a vysledek koreluje s literdrnimi ddaji (68,69). Vysoké
percentudlni zastoupeni elevaci TK1 nad normu ve skupiné s bakteridlni infekci a aplasii kostni
dfené¢ hodnotime jako chybu malych ¢isel pfi médlo pocetnych skupinich pacientti. Pro dalsi
hodnoceni je zaroven dulezité, Ze ve skupiné¢ s nenddorovou lymfadenitidou je jednoznacné
nejmensi hodnota vzestupu TK1 ze vSech sledovanych kontrolnich skupin pacientti. Pokud jde o
B2MG, pak vzestup tohoto parametru kopiruje vzestup TK1, t.j. nejvyssich dosahovanych hodnot

je ve skupin€ virovych zanétu.

5.2 Soubor pacientt s leukémiemi

5.2.1 Hladiny sledovanych markeru pri diagnéze leukémie — diferencialné
diagnosticky vyznam

Tabulka 8 - Zakladni deskriptivn{ statistika diagnostickych hodnot sledovanych markert pii
diagnéze

Marker Pocet (N) Primeér + SD Median Min.-Max.
TK1 [U/] 55 5972 +815,5 409,9 5,8 —5826
B2MG [mg/1] 55 2,04 0,73 1,96 0,6 — 3,89

Z tabulky 8 vyplyva, Ze rozptyl vysledkt je pomérné znacny, ale median hodnot parametrti pii
diagnéze (hlavn€ u TKI1) je 40x zvySen oproti normé&. Vysledky byly déle analyzovany s cilem
zjistit, zda pomoci hladiny jednotlivych markert 1ze odliSit skupinu s leukémiemi od pacienti s

neonkologickymi onemocnénimi.
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Porovnanim skupin pacientt s leukémiemi versus kontrolni skupina je zfejmé, Ze pfi diagnéze
je zachycena vyrazné vyssi hladina TK1 i B2MG. Pfi statistickém zpracovéani neparametrickou
ANOVOU bylo zjisténo, Ze rozdily jsou v obou pifipadech statisticky signifikantni pro TK1 i pro
B2MG (p<0,0001). Z vysledki vyplyva, Zze pomoci TK1 a B2MG lze velmi dobie odlisit pacienta s

leukémif od pacienta s jinym neonkologickym onemocnénim.

5.2.2 Hladiny sledovanych markeru pri diagnéze leukémie — senzitivita a
specificita

Pro nami sledovany soubor pacientl jsme stanovili jako optimalni specificitu 95%, hodnoty

senzitivity pfi této doporucené specificité jsou uvedeny v ndsledujici tabulce.

Tabulka 9 - Senzitivity hladin TK1 a 2MG pii specificité¢ 95% - vztaZeno ke kontrolni skupiné déti
s benignim onemocnénim

TK1 [UN] B2MG [mg/1]

Specificita Cut off Senzitivita Cut off Senzitivita

95 % 300 75,9% 2,26 35,2%

Obrazek 1 - ROC ktivka pro optimalizaci cut off — kontrolni skupina pacientd versus leukémie

ROC CURVE
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Z analyzy vyplyva, Ze pfi specificité 95%, coZ je hodnota obecné uddvana jako optimalni pro
nadorové markery, se hodnota senzitivity pohybuje mezi 75% pro TK1 a 35% pro B2MG, coZ
povazujeme za ne zcela dostacujici v piipadé pouzivani markerd pro cilené vyhledavani (viz.

doporuceni) (2).

S ohledem na vySe uvedené jsme zvolili pro dalsi analyzu jako kontrolni skupinu soubor déti s
benignim onemocnénim, ze které jsme ale vyfadili pacienty s virovymi infekty viz tabulka 10. To
jsme provedli proto, Ze v ramci kontrolni skupiny praveé u pacientt s virovou infekci dochézelo k
nejveétsimu vzestupu nddorovych markert a ocekdvali jsme tedy nejveétsi zlepSeni senzitivity viz
obrazek 2. Zéarovenn se jednd o skupinu pacientil, kterd je v praxi standardnim virologickym
vySetfenim snadno definovatelnd a lze ji i bez pouziti nddorovych markert v rdmci diferencidlni
diagnézy od leukémie spolehlivé odlisit.

Tabulka 10 - Senzitivity hladin TK1 a f2MG pii specificité 95% vztaZené ke kontrolni skupiné
déti s benignim onemocnénim s vyloucenim virovych infekci

TK1 [UA] B2MG [mg/l1]

Specificita Cut off Senzitivita Cut off Senzitivita

95 % 135,4 85,2% 1,94 53,7%

Obrazek 2 - ROC kiivka — kontrolni skupina pacientli s vylou¢enim virovych infekci versus

leukémie

ROC CURVE

ostatni skupiny bez lymfamu a vir. infekce vs. leukemie

aaaaaa
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Po vynechéani hodnot nemocnych s virovou infekci doslo k vyraznému zlepSeni senzitivity a to
az na 85% u TK1 a 53% u B2MG pti specificité 95%, coz povazujeme u TK1 za dostate¢né. Z
analyzy vyplyva, Ze TK1 lze pouZit jako velmi dobry nddorovy marker pro aktivni vyhledavani a
casnou diagnézu u déti vySettovanych pro podezieni na leukémii poté, co v prvnim diagnostickém

kroku vylou¢ime u ditéte virovou infekci.

Tabulka 11 - Ndmi navrhované cut off pro follow up u leukémii

TK1 [UN]

Specificita Cut off Senzitivita
96,1% 1994 81,5%
B2MG [mg/1]

Specificita Cut off Senzitivita
95,4% 1,94 53,7%

5.2.3 Hladiny sledovanych markeru pri diagnéze leukémie — prognosticky
vyznam
Dalsim cilem této prace bylo zjistit, zda hladina jednotlivych markert pii diagnéze koreluje s
progndzou pacient. V analyzované skupiné€ pacientti béhem doby sledovani doslo k 7 relapsim
leukémie a 5 dmrtim. V souboru bylo dosazeno 3 letého preZiti 92,4%, nicméné s ohledem na
statistické hodnoceni je to hodnoceno jako velmi mdlo uddlosti, a proto veSkeré vysledky v této

kapitole jsou pouze orientaéni.
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Obrazek 3: Disease free survival u pacientd s leukémii zatazenych do studie

Disease Free Sunvival

Cumulative proportion Surviving (Kaplan-Meier)
CROUPl=leukemie DG

=T S S— o 5—0-dh S L7 i i £ ]

Survival Gistributiaon Functian

years_DFI

Legend: Product-Limit Estimate Curwe 000 censored Observations

Pomoci modelu Cox regression hazard byl hodnocen vyznam jednotlivych sledovanych
markert, t.j. TK1 a B2MG pro odhad pteziti. U obou parametrti jak TKI1, tak 2MG nebyla

zjisSténa souvislost s prognézou pacient na hladin€ statistické vyznamnosti.

Kromé vyse zminénych parametrii byla studovana také otdzka vlivu v€ku a pohlavi na pfeziti a
u obou téchto parametrl se také nepodafilo prokazat souvislost s preZitim na hladiné statistické

vyznamnosti.

Vzhledem k pomérné heterogenni skupiné leukémii a malému poctu pacientti s nekterymi
podtypy leukémie, jsme pro dal$i analyzu prognostického vyznamu pouZili ze skupiny leukémii
pouze skupinu pacientd s nejcastéjSim podtypem leukémie v détském veku, tj. akutni
lymfoblastickou leukémii (ALL). V literatufe je pfiklddan v détské populaci s ALL nejvétsi
negativni prognosticky vyznam pfitomnosti fiznich geni BCR/ABL, MLL/AF4 a pomalé
odpovédi na lécbu D+8 po prednisonové pifedfazi (hodnoceno absolutnim poctem blastd v

mikrolitru periferni krve 8 den 1écby), resp. pretrvavajici pozitivitt MRD po dokonceném

14
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indukénim protokolu. S ohledem na vyse uvedené jsme pro nasi studii zvolili parametr 1écebné
odpovedi D+8, se kterym jsme porovnali hladiny nddorovych markerd. Vzhledem k rozsahlému
casovému intervalu sbéru dat nebylo mozné pouZit k analyze pfitomnost fiznich genti nebo hladinu

MRD, nebot’ tato diagnostika byla dostupnd pro nase pacienty az po roce 2001.

I pti porovnani poctu blastii v periferni krvi v D48, kdy jsme jako cut off zvolili standardné
literarn¢ uddvany pocet 1000 blasti v mikrolitru periferni krve, jsme neshledali (narozdil od

literatury) tento parametr jako prognosticky vyznamny.

5.2.4 Hladiny sledovanych markert v prabéhu follow up

Pti statistickém zhodnoceni neparametrickou analyzou rozptylu ANOVA bylo zjisténo, Ze v
prubéhu sledovani pacient po dokoncené 1écb¢ akutni leukémie dochazi, oproti kontrolni skupiné
pacientd, u déti s leukémiemi ke statisticky signifikantnimu vzestupu obou sledovanych
nadorovych markert (TK1, f2MG) s piedstihem 3-9 mésict pted vzplanutim relapsu onemocnéni

viz tabulka 12. U parametru TK1 bylo p < 0,02535 a u B2MG bylo p < 0,04551.

Tabulka 12 - Statistickd deskripce skupiny s relapsy — TK1

. « oy . St. . Dolni ., Horni
Hladina TK1 Pocet Primér Variance odchylka Min. Kvartil Medidn Kvartil Max
3 az 9 mésicu pred
relapsem 7 23,14 251,19 15,85 8,40 15,20 21,00 21,20 49,90
1 aZ 3 mésice piced
relapsem 7 116,14 30948,14 175,92 7,30 17,50 57,50 71,20 427,20
Relaps 7 184,10 40 459,80 201,15 13,30 50,10 74,30 300,00 482,80




Obrazek 4 - Grafické zndzornéni vyvoje hladiny TK1 pred relapsem

Box & Whisker Plot: TK
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Tabulka 13 - Statistickd deskripce skupiny s relapsy — f2MG
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. . N . St. . Dolni L. Horni
Hladina [32MG Pogéet Primér | Variance odchylka Min. kvartil Median kvartil Max.
3 az 9 mésicu
pred relapsem 6 1,28 0,03 0,18 1,10 1,13 1,28 1,43 1,46
1 az 3 mésice
pied relapsem 7 1,65 0,36 0,60 0,95 1,30 1,52 2,00 2,47
Relaps 7 1,74 0,24 0,49 1,22 1,47 1,50 2,23 2,30
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Obrazek 5 - Grafické znazornéni vyvoje hladiny B2MG pied relapsem

Box & Whisker Plot: B2m
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Pti podrobngjsi analyze relapsi bylo zjisténo, Ze pokles hladiny TK1 neboli tzv. ,clearence*
pti 1écbé leukémie je stejny pro ob€ skupiny pacientli jak skupinu s ndslednym relapsem tak pro
skupinu bez relapsu, ale u parametru B2MG je ziejmé, Ze trend poklesu B2MG pti 16¢b¢ je u kazdé
z vySe uvedenych skupin rozdilny. U skupiny pacient, kterd pozdéji zrelabovala, totiz doSlo k
vyrazné pomalejSimu poklesu B2MG v pribéhu prvniho roku po stanoveni diagnézy leukémie

narozdil od skupiny pacientl bez nasledného relapsu viz obrazky 6 a 7.
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Obrazek 6 - Vyvoj hladiny TK1 v prvnich 14 mésicich 1é€by — srovnani skupiny pacientd s

naslednym relapsem a skupiny bez relapsu (skupiny se v ,,clearenci TK1*“ nelisi)

Plot of Means
Variable: TK

{means of samples related to given time interval)

pouze pacienti, kteri maji vsechny nabery

1000
d
800 :
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|_
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Y zije nad 4 roky
DG 1-3 mesice po DG 3-8 mesicu po DG 6-9 mesicu po DG 9-14 mesicu po DG

Obrdzek 7 - Vyvoj hladiny B2MG v prvnich 14 mésicich 1é¢by — srovnéni skupiny pacientl s
néaslednym relapsem a skupiny bez relapsu (ve skupiné s relapsem klesd po diagnéze P2MG

pomaleji neZ ve skupiné bez ndsledného relapsu)

Plot of Means
Variable: B2m

{means of samples related to given time interval)
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NasSe prace podporuje ndmi jiz diive pozorované vysledky a totiz, Ze TK1 je velmi dobry
parametr pro sledovani détskych pacienti po 1écbé akutni leukémie s cilem zachytit vCas relaps

onemocnéni. Dle naSich zkuSenosti je diagnosticky nejpiinosnéjsi vzestup TK1 3-6 mésict pred

relapsem leukémie.
5.2.5 Srovnani vysledka minimalni residualni nemoci a hladiny aktivity TK1

Tabulka 14 - Piiklad porovnani hladiny TK1 a MRD v rtiznych ¢asovych bodech u pacienta s
diagnézou ALL, ktery mél relaps 3 roky od stanoveni diagndzy

Faze Konec
onemocnéni | D9~ | D33 | Wi2 lécby Follow up Relaps
[92)

3 3 = S 8 3 S 8 8 S

Datum ™~ L) S o ™ N =) - e ~

ﬁ 92 o "': ® 9 © ™ < -
VH3 - 29% neg - - Neg - - - 25"
VkI - 3,0% | 42° - - Neg - - - 6,8
TEL/AMLA 133 - - - - 0 - - - 27,8
TK1 300 111 128,8 | 1994 54,8 49,4 70,9 21 57,5 50,1

VySe uvedend tabulka dokumentuje vyvoj hladiny TK1 a kvantifikaci molekuldrné
genetickych cili - jednak specifickych sekvenci tézkych fetézci imunoglobulinii a jednak

TEL/AMLI fiizniho genu u pacienta s relapsem ALL.

Porovnanim vSech tii parametrii lze dospét k zdveru, Ze pii diagndze a az po dosaZeni
cytologické remise (D+33) jsou vSechny sledované parametry vysoce pozitivni, do 12. tydne 1écby
(w12) dochazi k poklesu v molekuldrné genetickych markerech, které jsou na konci 1écby jiZ zcela
negativni, ¢emuZ odpovida i niZ$i hladina TK1. Vice neZ 2 mésice pfed stanovenim diagnézy
relapsu dochdzi ke zvysSeni hladiny TK1 na dvojndsobek ,,bazdlni hodnoty*, nisleduje i zvySeni

hladiny MRD molekuldrné genetickymi cily, které nebyly v mezidobi pfed vzplanutim relapsu

monitorovany.
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5.3 Soubor pacientd s lymfomy

5.3.1 Hladiny sledovanych markeru pri diagnéze lymfom — diferencialné
diagnosticky vyznam

Tabulka 15 - Zakladni deskriptivni statistika diagnostickych hodnot sledovanych markert u
lymfomt a u nenddorové lymfadenitidy

Lymfom
Marker N Prameér + SD Median Min.-Max.
TK1 [U/l] 14 86,8 + 139,7 21,65 5,0 — 480
B2MG [mg/1] 14 1,64 + 0,44 1,56 1,23 — 3,01
Lymfadenitida

Marker N Prameér + SD Median Min.-Max.
TK1 [U/] 35 17,6+ 11,4 16,5 1,7-59,9
B2MG [mg/1] 32 1,27 £ 0,25 1,26 0,85 - 1,81

Z tabulky 15 je ziejmé, Ze oba markery jsou u lymfomul zvySeny v porovnani s kontrolni

skupinou.

Porovnanim obou skupin a vyhodnocenim neparametrickou ANOVOU bylo zjiSt€no Ze,
zvySeni TK1 ve skupiné s lymfomem a ve skupin€ s lymfadenitidou neni statisticky signifikantni

(p<0,08) narozdil od B2MG, kde tento rozdil signifikantni byl (p < 0,0019).

5.3.2 Hladiny sledovanych markeru pfi diagnéze lymfom — senzitivita a
specificita

Pti dvaze o pouziti vySe zminénych markerd pro rozliSeni mezi lymfomem a lymfadenitidou

jsme zjistovali senzitivitu a specificitu jednotlivych markert.
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Z ROC kiivky je zfejmé, Ze senzitivita i specificita obou parametrd jsou pomérné nizké,

nami navrhované cut off jsou zobrazeny v nésledujici tabulce 16.

Tabulka 16 — navrhovana cut off

B2MG [mg/l]

Cut off Specificita Senzitivita
1,45 78,1% 71,4%
1,55 84,4% 57,1%

TK1 [U/]]
Cut off Specificita Senzitivita
24 85,7% 50%
38,4 94,3% 42,9%

Z dalsf statistické analyzy vyplyva naptiklad, Ze pro cut off B2MG=1,4 je riziko lymfomu 13x

vyS$Si neZ u skupiny s lymfadenitidou a pro cut off TK1=30 U/I je riziko lymfomu 12x vyssi .

Dosazené vysledky povaZujeme za dostate¢né pro doplitkovou metodu pfi rozhodovéni zda
provést histologické vySetfeni uzliny nebo ne. Na druhou stranu nepovaZujeme za raciondlni

provadet histologické vySetieni uzliny pouze na zdklad€ zvyseni TK1 nebo B2MG.
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6 Diskuze

Narozdil od vétsiny praci publikovanych na téma nadorovych markert je vychodiskem této
prace retrospektivni analyza rutinnich dat. N4§ soubor nemocnych s leukémiemi a lymfomy
odpovidé zastoupenim jednotlivych podskupin (u leukémii prevaha ALL nad AML, u lymfomt HL
nad ostatnimi) publikovanym uddajim (70). Zastoupeni jednotlivych pohlavi — u leukémii 62%

chlapci, 38% dévcata, u lymfomil 53% chlapci a 47% dévcata odpovida literatute.

U dvou zdkladnich onkologickych diagnéz, které jsme sledovali, tj. leukémii a lymfomn, je

zfejmé, Ze progndza onemocnéni je z4visld na ¢asnosti stanoveni diagnozy.

U lymfomu to plati absolutné, nebot’ progndza pacientl 1é¢enych v lokalizovaném stadiu bez
generalizace je lepsi a navic u Casnych stadif je intenzita 1é¢by (i zavaznost nezddoucich tcinki)
mensi. V poslednim desetileti u lymfomi dochdzi ke snaze o deeskalaci 1éCby, t.j. maximdlni
mozné redukci chemoterapie a vyrazny ustup je i od radioterapie. Divody k deeskalaci 1écby
vyplyvaji z mnoha retrospektivnich praci, které se zabyvaly dlouhodobymi nésledky 1écby
lymfomt. Je ziejmé, Ze pii sledovani 20 a vice let od stanoveni diagnézy lymfomu je velky
problém vznik sekunddrnich malignit indukovanych 1é¢bou. Z toho vyplyvd i preZziti, které u
lymfomt je pii kratké dob¢ sledovani (n¢kolik let) excelentni a zhorSuje se v horizontu sledovani
deset a vice let pravé kvuli sekunddrnim malignitdim (71). V tomto kontextu je ¢asny zachyt
onemocnéni klicovy, nebot’ intenzita 1éCby je pfimo umérnd klinickému stadiu onemocnéni pii
diagnéze. VEasnou diagnézou (s nutnosti méné agresivni 1éCby) tedy lze jednoznacné preventivné
pusobit proti vzniku sekundarnich malignit, protoZe néktera cytostatika maji prokdzany na davce
zavisly mutagenni efekt. V nasi skupin€ bylo 38% lymfomu diagnostikovdno v pokrocilém stadiu

(tj. III. a IV. stadiu), coZ odpovida publikovanym tdajim (73).

U leukémif je tento pozitivni efekt v€asného zachytu obtiZnéji definovatelny a stale plati, Ze
prognéza vétSiny pacientii zavisi vice na vlastni odpovédi na cytostatickou 1écbu neZ na procentu

infiltrace dfené blasty, tedy pienesen¢ ,,pokrocilosti onemocnéni pti diagnéze”. Vyjimku z vyse
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uvedeného tvoii pacienti, ktefi jsou v okamziku diagnézy leukémie jiz v kritickém stavu a zemiou

pied projevenim se pozitivniho vlivu cytostatické 1écby.

Pifinos ndmi sledovanych markert (TK1, B2MG), k rychlej$imu stanoveni diagnézy leukémie
nebo lymfomu v nejasnych piipadech (klinicky nebo laboratorn€ ne zcela standardnich) je z naSich

zkuSenosti zfejmy (ndmi zatim nepublikovand data).

Vyznam téchto nehematologickych markert se projevi pfi diferencidlni diagnéze leukémie,
nebot” ta se muZe projevovat v détském veéku velmi polyvalentnimi obtiZemi, jako jsou napiiklad
bolesti kloubii a kosti, teploty, tinava, bolesti bficha, pneumonie apod, coz mize odddlit v€éasnou
diagnézu. Ne&kdy se u déti setkdvame s tzv. doutnajici formou leukémie, kdy hodnoty v
hematologickych parametrech mohou vykazovat pouze minimdlni zmény a stanoveni spravné
diagnézy se oddaluje o né¢kolik tydni do doby, kdy se onemocnéni klinicky jednoznaéné
manifestuje, coZ teprve vede lékare k provedeni vySetfeni kostni diené a ke stanoveni spravné

diagnézy. V takovychto piipadech dalsi nehematologicky marker muze urychlit rozhodnuti o

vvvvvv

Nase vysledky, kdy z diagnostickych vzorkl 1ze jednoznacné a velmi dobfte odliSit skupinu s
leukémii od kontrolni skupiny, jsou obdobné jako u O’Neilla, kde u 29 dospélych pacienti s ALL

bylo zvySeni TK1 pfi diagndze statisticky signifikantni (70).

U naSeho souboru pacientil se senzitivity pro aktivni vyhleddvani déti a priméarni diagnostiku
akutni leukémie pohybovaly u jednotlivych markert 85% u TK1 a u f2MG pod akceptovatelnou
hladinou senzitivity, pfi doporucené specificité¢ 95% (po vylouceni virovych infekci), coZ pro
diferencidlné diagnostické rozhodovani zda v piipadé rozpakl provést pacientovi vySetfeni kostni

dfené nebo ne, povaZujeme u TK1 za akceptovatelné.

Pfi hodnoceni diagnostickych hladin TK1 a f2MG s ohledem na progndzu pieZiti pacientd s
leukémiemi neni piekvapivé, Ze tento idaj vySel jako nesignifikantni, coZ odpovida i ndmi jiZ diive

publikovanym poznatkiim (75) a souvisi i s pfiznivou prognézou onemocnéni. V literatufe se
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obdobnou problematikou zabyval pouze N. Sadamori, ktery se vSak zabyval pouze podskupinou
ALL z T bunék u dospélych a ve studii s 52 pacienty s T-ALL korelovaly TK1 i B2MG s délkou
preziti (71,72). Rozdilnost vysledkd s nasi studii mize byt dina jednak tim, Ze v naSem souboru
byly leukémie jak z B tfady (40 pacientit), tak z T fady (8 pacient) zatazeny do jedné skupiny a
navic je zndmo, Ze podskupina leukémii z T-buné€k je prognosticky odliSnd od ostatnich ALL.
Pacienti s T-ALL mivaji v dobé diagnézy vétsi ndloz blastdl, mivaji také Castéji infiltrovany uzliny
v mediastinu a hlavné se vyznacuji vy$$§im poctem relapst ve srovndni s ALL z B-bunék. Dalsi
mozné vysvétleni je v tom, Ze naSi pacienti byli déti, jejichZ prognéza je vyrazné lepSi nez u
dospélych, s ¢imZ souvisi i maly pocet udélosti (relaps, smrt) v ndmi sledované skupiné. Hodnoceni
nami sledovanych markert v této studii s ohledem na prognézu pacientl neni mozné piecenovat,
nebot’ pfi tak malém poctu uddlosti by k prikaznéjSimu vysledku vedla az kohorta minimalné s
n¢kolika sty pacientl. Nepiimy dikaz toho, Ze tento soubor prakticky nelze hodnotit ve smyslu
prognostického ndboje TK1 a B2MG je i to, Ze jinak standardné uzndvany prognosticky marker

jako je absolutni pocet blastli v periferni krvi v D+8 (8.den indukéniho protokolu), v naSem

souboru vySel jako prognosticky nevyznamny.

Porovnani hladin sledovanych nadorovych markeri a molekuldrné genetickych cili na
leukemickych bunkdch s ohledem na rychlost odpovédi na 1écbu a dalsi sledovani po 1éEbé
nemdme je$té plné dokumentovano, protoze vysledky sledoviani MRD molekuldrné genetickymi
metodami je dosud pomérné kritké. Z nasi zkuSenosti je vSak patrno, Ze v obdobi od stanoveni
diagnézy az do dosazeni cytologické remise (tykd se vétSinou 1. mésice 1é¢by) je nejvyznamnéjSim
ukazatelem 1écebného efektu cytologické vySetieni bud’ kostni dfen¢ event. periferni krve (D+8).
Béhem druhé ¢asti indukéni faze 1écby (ode dne 33 aZ do 12. tydne 1éEby) je ziejmé, Ze v rdmci
moZnosti kvantifikace (event. ucinnosti) lécby nabyvd na vyznamu sledovdni piitomnosti
specifickych genetickych prestaveb téZkych fetézci imunoglobulini a receptord pro
imunoglobuliny. Naopak v této fazi 1écby zjevné nelze 1écebny efekt sledovat hladinou TK1, nebot’
ta je ovlivnéna podavanim koktejlti cytostatik s riiznou mirou suprese tvorby DNA a tim i faleSné

pozitivnim ovlivilovdnim zdchranné cesty tvorby DNA s néslednym zvySenim produkce TK1. V
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dalsi casti 1écby, tj. od cca 7 mésicii od stanoveni diagnézy do konce podavani udrZovaci
cytostatické 1é€by, (t.j. do 2 let od stanoveni diagndzy), je monitorace aktivity onemocnéni velmi
obtizn4, protoZe molekularné genetické cile jsou v této fazi vétSinou jiz negativni, nebot’ citlivost
téchto metodik se pohybuje na hranici 1x10™*. V tomto obdobi je zdroven hladina TK1 vyrazné
ovlivnéna hepatopatiemi, které ma vétSina pacientll na udrZovaci cytostatické 1é¢b€ (faleSné
zvySend hladina TK1). V dal§im obdobi po skonceni 1é¢by je sledoviani pomoci TK1 jiz
vyhodné;jsi, nebot” se vyrusi vliv cytostatické hepatopatie a vypovédnost tohoto markeru se vyrazné
zvysi. V této Casti 1éCby, resp. polécebného sledovani (follow up), nejde jiZ o monitoraci 1é¢by, ale
vyznam a smysl sledovani se piesouvd do roviny v€asného zachyceni eventudlniho relapsu. Nase
studie dokladuje, Ze vyznam TKI1 je v této fazi nezastupitelny, kdy u nasi skupiny pacientti doslo 3-
9 mésict pfed vzplanutim relapsu onemocnéni ke statisticky signifikantnimu vzestupu hladiny
TK1. Casovy piedstih tohoto zvySeni si vysvétlujeme v souvislosti s vyraznou hyperproliferaéni
aktivitou malého mnozZstvi nadorovych bunéck, které jsou jest¢ pod detekénimi moZnostmi
konven¢nich monitorovacich metod (patologické zmény v krevnim obraze, cytologie, FACS,
MRD) a navic jesté¢ v obdobi klinicky zcela némém (u FACS a MRD se jednd o hypotézu, nebot’
tato vySetfeni se vrdmci follow up standadné neprovddéji). Pfi floridnim relapsu pak dojde k
vzestupu vSech sledovanych parametri. Domnivame se, Ze naSe pozorovani podporuje vyznam
pouZiti biochemického markeru jako je TK1 i v éfe molekularné genetického sledovani MRD u
ALL. Nejvétsi vyznam spatfujeme v monitoraci po dokonceni vlastni cytostatické 1écby. Tento
vyznam podporuje i vyrazné niz§i cena a mensi pracnost provedeni TK1 testu ve srovnini s
molekuldrné genetickymi metodami, které se zatim rutinné v pediatrii pouZivaji pouze pii follow
up po transplantaci kmenovych bunék nikoli po konvencni 1é¢bé leukémie. V literatufe nejsou
dosud publikovana data porovnavajici u leukémii monitoraci nddorovych markerti s minimaln{

residudlni nemoci sledované molekuldrné genetickymi metodami.

Z ptedchozi diskuse vyplyvd, Ze systematickd monitorace hladiny TK1 po dokonceni 1é¢by za
ucelem vcéasné diagnostiky relapsu leukémie je jeji hlavni indikaci. Z naSich zkuSenosti je ale

zfejmé, 7e je nutno dodrZovat ur€itd pravidla, bez kterych monitorace nema smysl. V prvé fadé
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musime brat v udvahu faleSnou pozitivitu pii podavani nékterych typd cytostatik (napf.
methotrexat). Dal$im faktorem zt€Zujicim interpretaci vysledku je piitomnost infekce (hlavné
virové), kterd vyrazn€é zvySuje hladinu TK1 a v neposledni fadé hepatopatie (u naSi skupiny
pacientd pocytostatickd), kterd také zvySuje hladinu TK1. Kromé moZzné falesné pozitivity je tfeba
brat v dvahu také vék pacienta, protoze fyziologicky rust organismu muiZe také zvySovat hladinu
TK1, a proto je vice nez absolutni hodnota markeru podstatna jeho dynamika. Vyznam sledovani
dynamiky vyvoje hladiny TK1 oproti izolovanému hodnoceni absolutni hodnoty TK1 (v IU/l) je
tfeba zdlraznit i s ohledem na skutecnost, Ze doposud nebyly stanoveny normalni hodnoty hladiny
TK1 pro rizné vékové kategorie. Pro optimalni monitoraci je tedy vhodné sledovat TK1 v intervalu
3 mésice, zaroven provadét klinické vySetfeni pacienta a provadét mimo jiné i monitoraci jaternich
funkci a virologické vySetteni. Hladinu TK1 je pak vhodné porovnévat s ,individudlni remisni‘
hladinou TKI1, kterd muze byt pro kazdého détského pacienta v pribéhu follow up jina.
Interpretace vysledku pfi dodrzeni vySe uvedenych pravidel ma pak velky vyznam pro v€asnou

diagnostiku relapsu.

Dalsi sledovany marker B2MG se pii monitoraci leukémii neosvéd¢il a to jak piti diagndze,
kde mél nizkou senzitivitu, tak v rdmci sledovani pacienta po 1é¢b¢, kde se jeho interpretacni sila
pohybuje na hranici statistické vyznamnosti. S ohledem na tyto vysledky a na to, Ze naSe prace byla

primarné zaméfena na hodnoceni vyznamu TK1 se v diskuzi o f2MG podrobné&ji nezmifuji.

Pres vSechna interpretacni uskali je vyznam stanoveni TK1 velky, nebot’ je tfeba si uvédomit,
Ze doposud neexistoval Zadny spolehlivy nadorovy marker, ktery by dosahoval dostacujicich
specificit a senzitivit pro aktivni ¢asnou primarni diagnostiku leukémii a monitoraci remisniho

obdobi a ¢asnou diagnostiku relapsu.

U lymfomt je situace s ohledem na kohortu naSich pacientii jind. Vzhledem k tomu Ze po
dobu sledovani zatim Zadny pacient z naSi skupiny neprodé€lal recidivu onemocnéni a nezemfel,
nelze provést hodnoceni markerti s ohledem na jejich prognostickou silu a nelze se k nim vyjadfit

ani jako k potencidlnim prediktorim recidivy pfi sledovani po 1é¢bé. Co je vSak zdsadni, z
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klinického pohledu mize byt B2MG pouzit pfi diferencidlni diagnostice u uzlinovych syndromd,
nebot” jeho zvySeni u lymfomli v porovnani s benigni lymfadenitidou je signifikantni. U TKI1 je
zfejmé, Ze u lymfomt pfi diagnéze je sice také jeji hladina zvySena ve srovnani s lymfadenitidou,
ale lze hovofit pouze o trendu nikoliv o statisticky prikazném zvySeni. O vyznamu B2MG u
lymfomt, jakoZto o nddorovém markeru, je v dospé€lé populaci fada praci (95), ale o jeho vyznamu
u détské populace jsou zminky pouze sporadické. Napiiklad se o ném zmifiuje Bien ve své praci z
roku 2004, kdy prokézal, Ze ve srovndni se zdravou détskou populaci je f2MG u lymfomi pii
diagnéze signifikantn€ zvySen (73). V porovnédni s jeho vysledky, povaZujeme naSi préci za
klinicky vyuZiteln€jsi, nebot’ nase kontrolni skupina pro tento soubor nebyli zdravi jedinci, ale déti

s lymfadenitidou coZ je v klinické praxi b&Zné&j$i pifi diferencidlné diagnostickém zvaZovani

diagnézy lymfomu.

Kasuistickd sdéleni z nasi praxe

Kasuistika 1

5 lety chlapec byl pfijat na nasSe oddéleni poté co utrpél lehky uraz padem ze zidky. V krevnim
obraze byla mirné trombocytopenie a normocytarni anémie, klinicky nilez byl v normé. S ohledem
na nejasnou etiologii bicytopenie jsme provedli aspiraci kostni dfené a byl proveden nabér TK1.
V kostni dfeni byl morfologickym vySetfenim prokdzan normalni ndlez, TK1 byla ale vice nez 800
IU/1. Chlapec byl déle sledovan a za 6 tydnt doslo k progresi bicytopenie, provedli jsme novy
aspirat kostni dfené, kde bylo prokdzdno 32% lymfoblastd a byla stanovena diagnéza ALL.

Chlapec je nyni v 1é¢b€, dospél jiz do prvni kompletni remise onemocnéni.
Kasuistika 2

6 lety chlapec s diagn6zou ALL na probihajici udrzovaci chemoterapii se dostavil 16 mésict
od stanoveni diagnézy k pravidelné kontrole. Pozn. pfed zahdjenim udrZovaci chemoterapie byla
potvrzena remise onemocnéni aspirdtem kostni diené. Klinicky byl pfi kontrole chlapec zcela bez

obtiZi, v krevnim obraze leukopenie odpovidajici udrZzovaci chemoterapii, hladina TK1 byla vSak
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vy$$i nez 800 IU/L. Chlapec byl proto za 3 tydny pozvan k provedeni aspirace kostni diené (mimo
standardni monitorovaci plan) a byl potvrzen relaps ALL s 90% infiltraci kostni dfené&, v t€ dobé& se

jiZ objevily blasty o v periferni krvi.
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7 Zavér
Leukémie

Na nasi skupiné¢ 58 pacientd s leukémiemi se ndm podafilo jednoznacné prokazat, Ze
vySetfenim TK1 po vylouceni virové infekce lze v ramci diferencidln€é diagnostické rozvahy s
pomérné velkou jistotou (p<0,0001) rozliSit pacienty s leukémii oproti pacientim s jinymi
onemocnénimi, které mohou mit podobné klinické pfiznaky jako leukémie (v nasem piipadé to
byly lymfadenitida, autoimunitni onemocnéni, bakteridlni infekce a aplasie kostni dienég).

Senzitivita TK1 je 85,2 pfi 96 % specificité, senzitivita B2MG je nevyhovujici.

Neprokdzali jsme prognosticky vyznam sledovanych markerd TK1 a B2MG u pacienti
s leukémiemi., respektive vzhledem k malému poctu pacientit v ndmi sledované skupiné nelze pro

maly pocet udalosti (relaps, umrt{) tyto markery z prognostického hlediska hodnotit.

TK je v obdobi po skonceni terapie (pfi kompletni remisi onemocnéni) vhodnym markerem
pro monitoraci a pro Casny zachyt relapsu onemocnéni a to v obdobi 3 - 9 mésict pred jeho
klinickou manifestaci (p < 0,02535). B2MG je ze stejného pohledu pro monitoraci méné vhodny

(p< 0,04551). B2MG je vhodnym doplitkovym markerem k TK1.

S ohledem na soucasny trend snahy o monitoraci MRD u leukémii molekuldrné genetickymi
metodami by se mohlo zdat, Ze monitorace proliferaéniho markeru thymidinkindzy je jiz véc
prezitd. Je ale tfeba si uvédomit, Ze monitorace MRD molekuldrné genetickymi metodami se
provadi zatim pouze na zacatku 1écby s ohledem na stratifikaci pacientii do jednotlivych rizikovych
skupin, ale nikoli jako standardni sceeningovd metoda v ramci follow up k ¢asnému odhaleni
relapsu. Souvisi to predev§im s casovou a ekonomickou ndro¢nosti molekuldrné genetické
metodiky. Proto pii béZném rutinnim sledoviani m4a dle naSeho ndzoru své nezastupitelné misto i

sledovani prolifera¢niho markeru TK1 a ev. doplitkového nddorového markeru f2MG.
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Lymfomy

B2MG ve skupiné nemocnych s lymfomy umozni diferencidlni diagnostiku proti
lymfadenitidé statistickd vyznamnost rozdilu je (p < 0,0019). U lymfomu na rozdil od B2MG se
TK1 v diferencidlni diagnostice neuplatiiuje. B2MG se uplatni jako doplitkovd metoda pti
rozhodovéani, zda provést histologické vySetfeni uzliny nebo ne u pacienta s lymfadenopatii po
vylou€eni infekéni etiologie lymfadenopatie. Na druhou stranu nepovaZujeme za raciondlni
provadét histologické vySetfeni uzliny pouze na zéklad¢ zvyseni f2MG bez piitomnosti podezieni
na nddorovou etiologii z klinického vySetfeni, zobrazovacich metod (USG, CT) nebo

anamnestickych udaji (B-symptomy, alkoholova bolest, pruritus apod).

Obdobné jako u leukémii, ani u pacientt s lymfomy se ndm nepodatilo prokazat prognosticky

vyznam TK1 a f2MG.
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8 Zavér pro praxi

Leukémie — diagnosticky algoritmus

Pfi podezieni na leukémii (klinickém nebo laboratornim) — je vhodné mimo jiné provést
screeningové virologické vySetieni (EBV, CMV, Parvovirus B19, HHV6, Adenovirus), jaterni
testy a vySetfeni TK1 a B2MG. V piipadé prikazu aktivni virové infekce nebo elevace jaternich
transamindz nad 5 wukat/l, ztrdci vySetieni TK1 a P2MG smysl vzhledem k vysoké
pravdépodobnosti faleSn€ pozitivniho vysledku. V piipadé negativni virologie a normdlnich
jaternich testli je diagnéza leukémie pravdépodobnd pii hladiné TK1 nad 200 IU/I, a to se
senzitivitou 81% a specificitou 96%. Pfi hodnotich nad uvedené cut off a negativni virologii u
ditéte bez hepatopatie je vhodné ihned provést cytologické vySetieni kostni dfené k definitivnimu

potvrzeni diagnézy leukémie.
Leukémie — algoritmus pri sledovdni pacienta po dokoncené lécbé

Po dokonceni cytostatické 1é¢by leukémie - follow up kontroly kazdé 3 mésice s pravidelnou
kontrolou klinického stavu, zakladni laboratofe a TK1 a B2MG. S ohledem na mozny relaps je
tieba hladiny TK1 a P2MG u kazdého pacienta vyhodnocovat individudlngé. Po uréeni
individuélnich remisnich hodnot obou markert TK1 a B2MG (nejéastéji se ustdli po pul roce od
ukonceni udrzovaci 1écby leukémie, kdy odezni vliv cytostatik a upravi se toxickd hepatopatie), je
kazdy vzestup o vice nez 50% (je-li pacient bez virového infektu a bez hepatopatie) podeziely z
pocinajiciho relapsu onemocnéni a pacient by mél byt (i v pfipad¢ dobrého klinického stavu a
normdlnich parametrii krevniho obrazu) pozvan na kontrolu v krat§im intervalu — nejlépe do 1
mesice. Pfi pretrvdvani nebo progresi elevace nadorovych marker pii kontrolnim vysetfeni by
mélo byt neprodlené provedeno vySetfeni kostni diené k ovéfeni nebo vylouceni relapsu akutni

leukémie.
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Lymfomy

Pti vySetfeni pacienta s lymfadenopatif je tfeba kromé jiného vyloucit i moZnost nadorového
onemocnéni. V détském véku z onkologickych diagnéz je nejpravdépodobnéj$sim nddorem uzlin
lymfom. Z toho vyplyva, Ze v priubéhu standardniho diferencidlné diagnostického vySetieni
pacienta vcetné klinického vySetfeni, zhodnoceni anamnézy, zdkladniho grafického vySetfeni
(USG) a sérologického vysetienti, je vhodnym vySetfenim i stanoveni 2MG a TK1, a pokud z vyse
uvedeného algoritmu neni mozné stanovit diagnézu (napt. virovy infekt, antropozoonoza apod.) a
hladina B2MG je nad 1,55 mg/l, je diagn6za lymfomu pravdépodobna. Pfi nejasné diagnéze a vyssi
hladiné B2MG nad uvedné cutt off je vhodné provést histologické vySetfeni uzliny, které jako

jediné muZe uréit kone¢nou diagnézu. TK1 se u lymfomi pro pododny tucel jako P2MG

neosveédcila.
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Changes of Serum Thymidine Kinase
in Children with Acute Leukemia

TOMAS VOTAVA!, ONDREJ TOPOLCAN?, LUBOS HOLUBEC Jr.3, ZDENKA CERNA!,
LUMIR SASEK!, JINDRICH FINEK?® and STANISLAV KORMUNDA?

IDepartment of Pediatrics, ?Central Laboratory of Radioisotopes,
3Second Clinic of Internal Medicine and Department of Oncology and Radiotherapy,
Charles University, Faculty of Medicine and Faculty Hospital, Pilsen, Czech Republic

Abstract. Background: Thymidine kinase (TK) is involved
in nucleic acid synthesis and is therefore considered to be an
important proliferation tumor marker. Our main goal was to
determine the significance of elevated TK levels as a relapse
marker during follow-up with child patients suffering from
acute leukemia. Patients and Methods: TK serum levels in
38 children with acute leukemia (34 lymphoblastic, 4
myeloblastic) were determined using radio-receptor analysis
(RRA, Immunotech, Prague, USA). All patients included in
this study had had TK examined before the start of the
treatment and at least twice during the follow-up. Results:
Our results showed that TK serum levels at the time of
diagnosis were extremely high (78-5826 UJl, median value
403 U/l, normal <8 UJl), while in remission TK serum levels
were much lower (5-80 U/l, median value 31 UJl). During
relapse of acute leukemia (5 cases), TK levels increased
considerably to measurements between 120-800 U/l (median
value 324 UJl). The study showed that the elevation of TK
serum levels during follow-up was a helpfu! marker for the
recognition of an early stage of relapse and in some cases
occurred as early as one month before the appearance of
clinical signs. Sensitivity in this case was 87% and thus TK
serum levels seem to be a very good parameter during follow-
up because of acceptable sensitivity, low cost (4 $/sample)
and the elimination of a requirement for screening of bone
marrow samples. Conclusion: While TK serum levels were
helpful in predicting relapse during follow-up, it is necessary
to note that they did not correlate with prognosis in our
group of patients during the time of the initial diagnosis of
acute leukemia.

Correspondence to: Lubos Holubec, Ph.D., Department of
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Medicine, Pilsen, Czech Republic. Tel: +420 377153131, Fax:
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Key Words: Thymidine kinase, childhood leukemia, tumour markers.
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Thymidine kinase (TK) is an enzyme contributing to the
synthesis of-deoxyribonucleic acid (DNA)-by incorporating
thymine (1-4). While there have been a number of publications
in the last 50 years examining changes in the level of TK during
tumor therapy (5-9), the goal of our research is to determine
the importance of TK for leukemia diagnosis, treatment
monitoring and follow-up with child patients. The basis of our
hypothesis is the observation that the level of TK correlates
with proliferating cell activity and thus during leukemia, when
there is a generalized proliferation of cells, we should observe
a significant increase of the levels of TK (10).

Patients and Methods

Our patient sample consisted of 38 children with acute leukemia (34
with acute lymphoblastic leukemia and 4 with acute myeloid
leukemia) who were treated at the Department of Pediatric
Hemato-oncology at the University Hospital of the Charles
University in Pilsen between January 1995 and May 2005. The study
sample consisted of 38 patients — 28 boys and 10 girls. The average
age of our patients was 6.5 years and the range was from 1 to 15
years of age. The average observation time was 46.7 months
(ranging from 3 to 95 months). TK levels were tested using radio-
receptor analysis (Immunotech, Prague, Czech Republic). This
radioenzymatic assay has been optimised for TK1 estimation (also
known as fetal TK, dTK-F, or cytosol-TK) (3, 4). The thymidine
kinase assay is based on enzymatic phosphorylation of 5-[1251]-
deoxyuridine, catalysed by thymidine kinase contained in the
sample. 5-[1251]-Deoxyuridine is transformed to 5-iododeoxyuridine
monophosphate (125Id-UMP). 1251d-UMP is then separated from
the reaction mixture by adsorption on jon exchange resin. The
sorbent is rinsed and the radioactivity is then determined in a
gamma counter. The TK enzymatic activity in the samples is
obtained by interpolation from the standard curve and is directly
proportional to the radioactivity. Patients were included in the
study, if they had had their TK levels tested before the beginning of
the treatment, and if during the follow-up there were at Jeast two
TK measurements available from the previous 12 months.
Statistical analysis of the data was performed by the S.A.S
program, version 8.02 and the Statistica program 98 Edition.
Descriptive statistics (median, 25%-75% percentile, minimum,
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Table 1. Basic characteristics of the study group.

Number of children 38

Gender o 28 Q 10
Type of leukemia 34x ALL 4 x AML
Length of observation 46.7 months

Number of relapses in group 5 (all in bone marrow)

4 x first relapse 1 x second relapse

maximum) were calculated for the whole group of patients, as well
as for individual subgroups. Profiles of specificities and
corresponding sensitivities for individual referential groups are
illustrated with receiver operating characteristics (ROC) curves in
accordance with EGTM recommendations (21). The comparison
of variables in given groups and subgroups, considering the
distribution of the variables, was performed by non-parametric
tests (Kruskal-Wallis test or two-sample Wilcoxon test). The
relations between the parameters were computed using Spearman’s
correlation coefficient.

The measured TK levels were compared with other parameters
that are usually tested in patients with hemoblastosis and are
considered to be ~markers of cell proliferation (lactate
dehydrogenase, erythrocyte sedimentation, -2 microglobulin,
ferritin) (5). The TK levels were compared with the clinical status
of the patients and the afore-mentioned parameters. Children who
underwent the complete therapy during the observed time, and
who had no other somatic problems after finishing the treatment,
were included in the study for follow-up.

Results

The basic characteristics of the patients who participated in
this study are shown in Table I, followed by figures
containing the summaries of the measurements. The levels
of TK before the start of the treatment, during remission,
and during relapse are shown in Figure 1. The diagnosis
values are extremely high (normal is up to 8 U/1), remission
values are much lower, and there is a significant increase
(p<0.001) in the TK levels about 1 month before relapse
that almost reaches the values measured during the
diagnosis and before the beginning of the treatment. Figure
2 shows the same for the levels of B-2 microglobulin. Note
that during relapse, there is also a significant increase
(p<0.041) of the levels of B-2 microglobulin compared to
remission status. The levels of ferritin during diagnosis,
remission and relapse are shown in Figure 3. Note that
there is no significant change of levels of ferritin during
relapse compared to remission status. The erythrocyte
sedimentation rates at diagnosis, during remission and
during relapse are shown in Figure 4. There is a statistically
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Figure 1. Box and whisker plots of levels of thymidine kinase at diagnosis,
during remission and during acute leukemia relapse.
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Figure 2. Box and whisker plots of levels of 8-2 microglobulin at
diagnosis, during remission, and during relapse.

significant increase (p<0.001) in the erythrocyte
sedimentation rate during relapse compared to remission
status. A comparison of ROC characteristics for
investigated parameters is shown in Figure 5. The best
profile was achieved using TK.
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Figure 3. Box and whisker plots of levels of ferritin at diagnosis, during

remission and relapse.

Discussion

Based on our results and the published literature, we conclude
that TK is a very good parameter for monitoring the progress
of basic hemato-oncological disease after the end of the
intensive part of the therapy (11-17). Out of all of the
parameters that we investigated (TK, lactate dehydrogenase,
erythrocyte sedimentation, f-2 microglobulin, ferritin), TK
seems to be the most suitable for long-term monitoring and
follow-up. However, we were not able to demonstrate the
prognostic capabilities of TK levels or other parameters
determined at diagnosis with clinical continuation of the
disease (18, 19). A group of our patients who experienced a
relapse did not show significant differences in the levels of the
monitored parameters (at the time of diagnosis) as compared
to patients without a relapse. We conclude from our results
that despite the fact that the level of TK reflects the activity
of the leukemic process, entry levels of TK are not suitable for
stratification of child patients with acute leukemia into risk
categories (20). Because there is very little published literature
dealing with tumor markers for acute hemoblastosis in
children and because of the promising results of our studies,
we plan to continue our research with a primary focus on TK
and possibly other proliferative molecules.
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