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1 Uvod

Jednim z atributd détského véku je rast. Béhem détského obdobi nékolikrat dojde k prudkému
zrychleni a zpomaleni ristového tempa, coZ je dano prevazn€é hormonélnimi vlivy. Vlastni rist je
charakterizovan vyraznou proliferacni aktivitou bunc¢k organismu. Kromé vySe zminéné, zcela
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, napi. u bakteridlntho zadnétu se osvédc¢ila hodnota C-
reaktivniho proteinu, interleukinu-6, interleukinu-8, prokalcitoninu apod. (1), u nékterych typid
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 stanovovéni hladin

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

2 Problematika thymidin kinazy

2.1 Thymidin kinaza — popis a biochemické principy

Zatazeni thymidinu do DNA struktury bylo popséno jiz v 50-tych letech minulého stoleti (4).
Pozdé&ji bylo prokazano, Ze tento proces je umoznén mimo jiné fosforylaci thymidinu a jako
klicovy enzym této reakce byla popsdna thymidin kindza (TK) (5). Bylo prokdzdno, Ze vyssi
organismy maji v buiikdch pfitomny dvé€ izoformy tohoto enzymu, TK1 a TK2 (6). Historicky byla
pouZzivala ndzvy fetédlni a adultni TK (7). Ndsledné bylo zjiSténo, Ze TK1 je pfitomna v cytoplasmé
délicich se bunék a Ze jeji hladina je z4visld na tomto cyklu na rozdil od TK2, kterd je pfitomna v
mitochondriich a jeji hladina je na bunééném cyklu nezdvisld (8). Dalsim vyzkumem byla

prokdzana souvislost mezi enzymatickou aktivitou TK a rGstem a regeneraci jaterni tkdné na



krysim modelu (9). V lidskych buiikdch je gen pro TK1 lokalizovdn na chromosomu 17 a gen pro

TK2 na chromosomu 16 (10).

Biochemicky mechanismus

Syntéza deoxythymidin-monofosfditu (dTMP) de novo je za normdlnich podminek
katalyzovadna thymidil4t syntetizou z deoxyuridin-monofosfatu (dUMP) za pfitomnosti kyseliny
listové a vitaminu B,. TK je kliCovy enzym jiné reakce, kterou vznikdi dTMP, a to tzv.
»pyrimidinové zichranné 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. TK
hraje kliCovou roli pfi regulaci koncentrace nitrobunééného thymidinu béhem bunééného cyklu. Jak
bylo jiz feceno, v lidskych buiikdch jsou pfitomny 2 izoenzymy TK. TK1 je v bunécné cytoplasmée
a jeho nejvySsi koncentrace je v S-fazi bunécného cyklu a je pfitomen pouze u proliferujicich
bunck. Aktivita TK1 je nejvétsi ihned po skonceni G1-S faze bunécného cyklu a béhem G2 faze
rychle klesd, enzym je degradovan intracelularné a pfi normdlnim bunééném déleni se nedostdva
extracelularné do télnich tekutin (11). Zpétnd regulace enzymatické aktivity TK1 je zajisténa
inhibi¢n{ funkci thymidin trifosfatu (TTP), coZ je produkt pfedchozi reakce fosforylace thymidinu
(12). Pomoci tohoto mechanismu je dosaZeno rovnovdhy v mnoZstvi TTP pottebné k syntéze
nukleové kyseliny a nedochdzi tak k ptesyceni systému TTP. TKI1 miZe fosforylovat i
pyrimidinova analoga s modifikaci na N-3 nebo C-5 pozici pyrimidinového kruhu a na 3’ pozici
ribézy, proto muze fosforylovat i klinicky dulezitd nukleosidova analoga véetné 5-flouoro 2’-
dideoxythimin a 3’-azido-2’,3’-dideoxythymin (AZT, azidothymidin) (13-15). Druh4 izoforma TK,
mitochondridlni (adultni) TK2, je na bunécném cyklu nezavisld. Mitochondridlni TK2 mutze také
fosforylovat thymidin a deoxyuridin. Koncentrace TK2 ve tkdnich nekoreluje s proliferaci. TK2
hraje klicovou roli v syntéze mitochondridlni DNA a jeji porucha se vyskytuje u nckterych
mitochondridlnich chorob (16). Je zfejm4 jistd substratova specificita TK2 v porovnani s TKI,

napiiklad thymidinova analoga jako AZT jsou TK2 fosforylovdna vyrazn€ mén¢ nez TK1 (13,14).



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 (17).

Vybrané priklady chorob, kde byla monitorovdna TK1

Zvysend sérova hladina TK1 byla detekovana u fady solidnich nddorti a byla prokazéana jeji
korelace s progresi onemocnéni. Vysledky u kontrolnich zdravych jedincti a pacientd se
zangtlivymi chorobami, benignim nddorem prsu a stfeva jsou shrnuty v tabulce 1. Tabulka ukazuje,
Ze znacn€ zvySena hladina TK v séru je nalézdna u pacientl s virovymi infekty, hlavné s herpes
simplex a zoster, autoimunitnimi chorobami a benignimi granulomatosnimi onemocnénimi (napt.u

chronické hepatitis) a ¢dsteCné u perniciosni anémie (18-21).

Tabulka 1: Hladiny TK1 (IU/I) u chorob rizné etiologie a u zdravych dospélych jedinct (18-21)

Soubor/ Potet | Median[IU1] | Rozmezi [IUA]
Onemocnéni

Zdravi jedinci 100 4 1-6
Bakteridlni infekce 100 10 4-15

Virové infekce 100 54 12-164
Autoimunitni choroby 40 28 2-56
Benigni nador prsu 40 9 0-30
Benigni nador traviciho traktu 20 10 0-12




2.2 Monitorace thymidin kinazy u hematologickych malignit

Hlavnim charakteristickym rysem hematologickych malignit je buné¢na proliferace, vzhledem

k tomuto faktu TK1 nachéazi na tomto poli vjznamné uplatnéni.

Chronickd lymfocytickd leukémie (CLL) mda cCasto ,,doutnavy® prubéh, mlze mit velmi
variabilni klinické projevy a ofekdvand délka pieZiti s touto chorobou je velmi rozdilnd — od 1,5
roku od stanoveni diagnosy aZ po normalni délku Zivota. Vzhledem k tomuto velmi obtiZné
pfedvidatelnému chovani, je v popiedi snaha o nalezeni néjakého klinicky pouZitelného
prognostického markeru (22). Jednim takovym parametrem je hladina TK1, kterd piimo koreluje s
prolifera¢ni aktivitou nddoru (23). Aktivita TK1 se ve zdravych bunkéch projevi pouze v kratkém
obdobi béhem S-fadze bunécéného cyklu, zatimco jeji aktivita v patologicky proliferujicich buiikdch
je mnohondsobné vyssi (24). Bylo provedeno nékolik studif u lymfoproliferativnich onemocnént,
které potvrdily prognosticky vyznam TKI1. Napiiklad u pacientll s non-Hodgkinskymi lymfomy
nebo s mnohocetnym myelomem hladina TK1 koreluje s gradem malignity, stidiem choroby a
délkou preziti (25-27). U CLL hladina TK1 koreluje nejenom se stddiem dle RAI klasifikace, ale
také s fazi choroby a dovoli tak rozlisit mezi agresivnim a indolentnim onemocnénim (28). Dalsi
studie dokazuji, Ze sérova hladina TK1 je nezdvislym markerem, ktery predikuje délku trvani CLL
do progrese (29). Jinou z praci zabyvajicich se timto problémem je prace Raimonda, ktery méfil
hladinu TK1 u 188 pacientd s CLL v aktivni nebo pokrocilé fazi onemocnéni (30). V této praci
autofi naSli statisticky signifikantni korelaci mezi hladinou TK1, odpovédi na 1écbu i pieZitim
pacienti. Jako hranici odpovédi zvolili autofi hladinu TK1 10 U/1, pticemz 83% pacientti s TK1 <
10 U/1 zareagovalo na 1écbu narozdil od pacientt s TK1 > 10 U/], 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 pacientii a zaroven byli rozdéleni podle klasifikace
Binet. Dulezitym se zda byt i fakt, Ze ze skupiny s TK1 < 10 U/l dlouhodobé ptezivalo 65%
narozdil od skupiny s TK1 > 10 U/1, kde to bylo pouze 22% pacientt. Z vysledkd autofi vyvozuji,
Ze informace z monitorace hladiny TK1 jsou prognosticky vyznamné a mohly by napfiklad vést i k

vétsi individualizaci 1é€by, pficemz pacienti s TK1 > 10 U/l by vzhledem k hor$i prognéze méli



projit agresivnéj$i 1écbou. V dalSi studii se autofi zabyvali prognostickym vyznamem dosud
nelécenych pacientl s CLL, ktefi byli v dob¢é diagnosy ve stidiu 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 pifedpovédi progression-free survival (PFS): hladina TK1 >

7,1 U/, pfitomnost lymfadenopatie a pfitomnost leukocytézy > 75000 /ul. (29).

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 stiddiem
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 laktdt dehydrogendzy (LDH) v okamziku diagnosy. Z téchto markeri 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 snidze rozpoznany
indolentni formy lymfomu a zvySila by se prognosticka vdha IPI skére (31). V dalsi studii u NHL
byl prokdzan rozdil v pteZiti v piipad¢, Ze hladina TK1 byla pted 1é€bou < 10 U/, tak 2 leté preZziti
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 hematologickych onemocnéni TK1 ¢asto koreluje s dal$simi markery. Dtikazem je napiiklad
studie na 35 dospélych pacientech s leukémii/lymfomem z T-bun€k (ATL). Ve skupiné 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



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$s§i hladiny TK1, sIL-2R i LDH narozdil od NSE
negativni skupiny (32). Sadamori svoji praci potvrdil korelaci mezi hladinou TK1 a odpovédi na
1écbu u ATL, kdy u 52 pacientt s ATL hladina TK1 ptimo korelovala jak se vstupni leukocytézou,
tak s poctem atypickych bunék v periferni krvi. Ale hlavné bylo moZno pomoci hladiny TK1
rozliSit pacienty sméfujici lécbou do remise od pacientl, ktefi nebudou reagovat na 1é€bu (33).
Recentni praci publikoval O’Neil v jehoZ souboru bylo 33 pacientti s ALL, které porovnaval se 49
zdravymi jedinci a prokdzal signifikantn€ vys$si hladinu TK1 u pacientii s ALL. Zaroven dokézal
dle hladiny TK1 pfi diagnose urcit skupinu, kterd po 1écbé pravdépodobné zrelabuje (p<0,05) a
zaroveil u nékolika vybranych pacientii (4xALL, 5xAML) zaznamenal pfi monitoraci TKI1 v
pribéhu 1é€cby a po ni jednoznacny trend, totiZ doslo-li k vzestupu TK1, znamenalo to, Ze pacient

nasledné prod€ld 1 hematologicky relaps onemocnéni (34)

2.3 Thymidin kinadza u lymfadenopatie

V literatufe nejsou dosud publikovdna Zadnd 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 piedstavuji lep§i markery pro rozliSeni mezi nddorovou infiltraci a

zanétem pii PET vySetieni, neZ dosud pouzivand fluorodeoxy glukdza (35).
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3 Cile 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. Vypracovéni optimdlniho zptsobu interpretace vysledki hladiny TK1 pti follow up u déti

po 1éEbé akutni leukémie

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,
priamérny v€k 10 let, medidn véku 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 f2MG byly: minimum 0,2 mg/I,

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

2. Kontrolni skupina déti s benignim onemocnénim

Kontrolni skupinu tvofilo 109 pacientt s benignimi onemocnénim vySetfenych event.
sledovanych na Détské klinice FN Plzeit. V této skupiné bylo zahrnuto: 35 déti s nenddorovou

lymfadenitidou, 32 déti s autoimunitnim onemocnénim (ITP, leukopenie, neutropenie, AIHA,
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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 zatfazeno 58 déti (35 chlapcti, 23
divek; pramérny v€k 7 let), u kterych byla zjiSténa diagnosticka 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 2.
Primérna doba sledovani byla 5,8 let. Relaps onemocnéni se vyskytl v 7 ptipadech, z toho jedna
pacientka prod¢lala 2 relapsy onemocnéni. V souboru zemfielo 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 diagnosy leukémie. VSichni pacienti byli
1éCeni piisluSnymi narodnimi protokoly pro danou diagnosu a dany vek, diagnosa byla vzdy

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



Tbulka 2: Souhrnn4 tabulka vSech déti s leukémii zarazenych do studie

Celkovy . . ]
Diagnosa pO'\c;:et Chlspcl 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%

4.1.3 Soubor pacienti s lymfomem

12

Od ledna 1999 do cervna 2007 bylo do souboru zatazeno 14 pacientl s lymfomem. VétSina z

nich byla 1écena na Dé&tské klinice FN Plzen, pouze u 2 pacientd byla sdilena péce s KDHO FN

Motol. V souboru bylo 7 chlapct a 7 divek a z celkového pocétu 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 pacientii 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 piipadit) nebo byl prokdzan etiologicky infek¢ni agens (4 ptipady),
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—[1251]-deoxyuridin) pomoci thymidin kindzy obsaZené ve vzorku. 5-['%

[]-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 standardid
jsou pouzity pro sestaveni kalibracni kiivky 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 méfeni probihala v imunoanalytické laboratofi ONM FN Plzenn (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 diagnosy, pfed zahdjenim vlastni

16eby.

2. 'V prub¢hu follow up — odbér po dokonceni intenzivni cytostatické ¢asti Iécebného

protokolu a pfi kontrolach v hematologické ordinaci DK v intervalu 3-6 mésict.

Se vSemi pacienty, resp. zdkonnymi zastupci, byl pfed zafazenim do studie podepsin

informovany souhlas se zafazenim do studie.



5 Vysledky

5.1 Kontrolni skupina déti s benignim onemocnénim
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V tabulce 3 jsou uvedeny jednotlivé diagnosy 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 3: Prehled benignich onemocnéni v kontrolni skupin€ a charakteristika ¢etnosti

zvyseni nddorovych markert v jednotlivych skupindch nad normu

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

Tabulka 4: Primér, smérodatnd odchylka, medidn, minimum a maximum nddorovych markert

u kontrolniho souboru pacientti rozdé€leno podle jednotlivych onemocnéni

. . . | Pocet TK1 BZMG
Bemgnl onemocneni (N)
(Celkem 109) Pramér Medi4n Min.- Primér £ Medi4n Min.-
SD Max. SD Max.
Lymfadenitis 35 1754114 165 | 1.7-59.9 | 1274025 126 | 0.85-181
sirigiitin 32 52.8482.1 2475 | 35-32090 | 1.38+0.39 129 | 077-2.22
onemocneni
Virovi infekce 27 16621902 558 | 69-6995 | 2.23+1.1 207 | 09-541
Bakteridlni infekce 7 31.4+17.1 255 | 13.9-522 | 147058 134 | 097-222
Aplasie kostni difené 8 17,9+7.8 17,5 9,3-32,8 0,9610,15 1,01 0,75-1,15




16

Z tabulek 3 a 4 vyplyvd, Ze nejcastéji je TK1 zvySena nad normu u skupiny bakteridlnich
infekei a skupiny pacientd s aplasii kostni dfené, av§ak hodnoty mediant v téchto skupinach jsou
pomérné nizké, t.j. pouze 2-3 ndsobek normy. V literatufe nejsou publikovana Zadna obdobna data,
se kterymi bychom mohli naSe vysledky porovnat, ale pfedpoklddali jsme, Ze nejvétsi zvyseni TK1
bude u virovych infekei, coz se potvrdilo a vysledek koreluje s literdrnimi ddaji (36,37). 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 pacienti. Pro dalsi
hodnoceni je zdroven dileZité, Ze ve skupin€ s nenddorovou lymfadenitidou je jednoznacné
nejmensi hodnota vzestupu TK1 ze vSech sledovanych kontrolnich skupin pacienti. Pokud jde o
B2MG, pak vzestup tohoto parametru kopiruje vzestup TK1, t.j. nejvy$sich dosahovanych hodnot

je ve skupiné virovych zanéta.

5.2 Soubor pacientu s leukémiemi

5.2.1 Hladiny sledovanych markeru pfi diagnose leukémie — diferencialné
diagnosticky vyznam

Tabulka 5: Zakladni deskriptivni statistika diagnostickych hodnot sledovanych markert

Marker Pocet (N) Primér + 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 5 vyplyva, Ze rozptyl vysledkt je pomérné znacny, ale median hodnot parametrti pii
diagnose (hlavné u TK1) je 40x zvySen oproti norm&. Vysledky byly dale 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 pii diagnose
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 vyplyvd, Ze pomoci TK1 a B2MG lze velmi dobie odlisit pacienta s

leukémif od pacienta s jinym neonkologickym onemocnénim.

5.2.2 Hladiny sledovanych markeru pfi diagnose leukémie — prognosticky
vyznam
Dalsim cilem této prace bylo zjistit, zda hladina jednotlivych markera pfi diagnose koreluje s
progndzou pacientl. V analyzované skupiné pacientti béhem doby sledovani doslo k 7 relapsim
leukémie a 5 dumrtim. V souboru bylo dosaZeno 3 letého pieZiti 92,4%, nicméné s ohledem na
statistické hodnoceni je to hodnoceno jako velmi mdlo uddlosti, a proto veSkeré vysledky v této

kapitole jsou pouze orientacni.

Graf 1: Disease free survival u pacientti s leukémii zatfazenych do studie
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Pomoci modelu Cox regression hazard byl hodnocen vyznam jednotlivych sledovanych

markert, t.j. TK1 a B2MG pro odhad pieziti. U obou parametrti jak TKI1, tak 2MG nebyla

zjiSténa souvislost s prognézou pacientd na hlading statistické vyznamnosti.

Kromé vyse zminénych parametrii byla studovéana také otdzka vlivu véku a pohlavi na preZiti a

u obou téchto parametrl se také nepodafilo prokazat souvislost s prezitim na hladiné statistické

vyznamnosti.

5.2.3 Hladiny sledovanych markerd v prabéhu follow up

Pti statistickém zhodnoceni neparametrickou analyzou rozptylu ANOVA bylo zjisténo, Ze v

prubéhu sledovani pacientd po dokonéené 1écbé akutni leukémie dochazi, oproti kontrolni skupiné

pacientd, u déti s leukémiemi ke statisticky signifikantnimu vzestupu obou sledovanych

nadorovych markerd (TK1, B2MG) s piedstihem 3-9 mésict pted vzplanutim relapsu onemocnéni.

U parametru TK1 bylo p < 0,02535 a u f2MG bylo p < 0,04551.

Tabulka 6: Statistickd deskripce skupiny s relapsy — TK1

. « oy . St. . Dolni .. Horni
Hladina TK1 Podet Primér Variance odchylka Min. Kvartil Mediin Kvartil Max
3 az 9 mésicu pired
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




Gaf 2: Grafické znazornéni vyvoje hladiny TK1 pfed relapsem

Box & Whisker Plot: TK
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Tabulka 7: Statisticka deskripce skupiny s relapsy — 2MG
. . O . 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
pred 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
Gaf 3: Grafické znazornéni vyvoje hladiny B2MG pied relapsem
Box & Whisker Plot: B2Zm
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Pti podrobngjsi analyze relapsii 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¢bé je u kazdé
z vySe uvedenych skupin rozdilny. U skupiny pacientt, kterd pozdé&ji zrelabovala, totiZ doSlo k
vyrazné pomalej§imu poklesu B2MG v pribéhu prvniho roku po stanoveni diagnosy leukémie

narozdil od skupiny pacientl bez nasledného relapsu.

5.3 Soubor pacienta s lymfomy

5.3.1 Hladiny sledovanych markeru pfi diagnose lymfom — diferencialné
diagnosticky vyznam

Tabulka 8: Zakladni deskriptivni statistika diagnostickych hodnot sledovanych markert u lymfomt a
u nenddorové lymfadenitidy

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

Lymfadenitida

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

Z tabulky 8 je ziejmé, Ze oba markery jsou u lymfomil zvySeny v porovnani s kontrolni

skupinou.

Porovnianim obou skupin a vyhodnocenim neparametrickou ANOVOU bylo zjisténo Ze,
zvySeni TK1 ve skupin€ s lymfomem a ve skupin€ s lymfadenitidou neni statisticky signifikantni

(p<0,08) narozdil od B2MG, kde tento rozdil signifikantni byl (p < 0,0019). Ostatni hodnocené
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parametry, t.j. prognosticky vyznam obou markerli a vyznam pii sledovani po 1é¢bé nebyly

vzhledem k malému poctu udélosti signifikantni.

6 Diskuze

Narozdil od vétsiny praci publikovanych na téma nadorovych markert je vychodiskem této
prace retrospektivni analyza rutinnich dat. N4S soubor nemocnych s leukémiemi a lymfomy
odpovidé zastoupenim jednotlivych podskupin (u leukémii prevaha ALL nad AML, u lymfomt HL
nad ostatnimi) publikovanym uddajim (38). Zastoupeni jednotlivych pohlavi — u leukémii 62%

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

U dvou zédkladnich onkologickych diagnos, které jsme sledovali, tj. leukémii a lymfomt, je

zifejmé, Ze progndza onemocnéni je zavisld na ¢asnosti stanoveni diagnosy.

Pfinos ndmi sledovanych markeri (TK1, 2MG), k rychlej$imu stanoveni diagnosy leukémie
nebo lymfomu v nejasnych piipadech (klinicky nebo laboratorn€ ne zcela standardnich) je z nasich

zkuSenosti zfejmy (ndmi zatim nepublikovana data).

Vyznam téchto nehematologickych markerti se projevi pii diferencidlni diagnose leukémie,
nebot’ ta se miZe projevovat v détském veéku velmi polyvalentnimi obtiZemi, jako jsou napiiklad
bolesti kloubt a kosti, teploty, tinava, bolesti bficha, pneumonie apod, coZ mtze oddalit véasnou
diagnosu. Nékdy se u déti setkdvame s tzv. doutnajici formou leukémie, kdy hodnoty v
hematologickych parametrech mohou vykazovat pouze minimdlni zmény a stanoveni spravné
diagnosy se oddaluje o nckolik tydnt do doby, kdy se onemocnéni klinicky jednoznacné
manifestuje, coz teprve vede lékate k provedeni vySetfeni kostni dien¢ a ke stanoveni spravné

diagnosy. V takovychto pfipadech dal$i nehematologicky marker mutze urychlit rozhodnuti o

vvvvvv

Nase vysledky, kdy z diagnostickych vzorkt lze jednozna¢né a velmi dobfe odlisit skupinu s
leukémii od kontrolni skupiny, jsou obdobné jako u O’Neilla, kde u 29 dospélych pacientl s ALL

bylo zvyseni TK1 pfi diagnose statisticky signifikantni (38).
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U naSeho souboru pacientil se senzitivity pro aktivni vyhleddvani déti a primarni diagnostiku
akutni leukémie pohybovaly u jednotlivych markert 85% u TK1 a u f2MG pod akceptovatelnou
hladinou senzitivity, pii doporucené specificité¢ 95%, coz pro diferencidlné diagnostické
rozhodovan{ zda v piipad¢€ rozpaki provést pacientovi vySetfeni kostni dfené nebo ne, povaZujeme

u TK1 za akceptovatelné.

Pfi hodnoceni diagnostickych hladin TK1 a f2MG s ohledem na progndzu pieZiti pacientl s
leukémiemi neni piekvapivé, Ze tento idaj vySel jako nesignifikantni, coZ odpovida i ndmi jiZ diive
publikovanym poznatkiim (26) a souvisi i s pfiznivou prognézou onemocnéni. Vliteratuie se
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 (22,23). Rozdilnost vysledkid s nasi studii mize byt dina jednak tim, Ze v naSem souboru
byly leukémie jak z B fady (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 dob¢ diagnosy vétsi ndloz blastli, 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

né¢kolika sty pacientd.

Porovnani hladin sledovanych nadorovych markeri a molekuldarné 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
diagnosy aZ do dosaZeni cytologické remise (tykd se vétSinou 1. mé&sice 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
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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 koktejlli cytostatik s riiznou mirou suprese tvorby DNA a tim i faleSné
pozitivnim ovliviiovdnim zichranné cesty tvorby DNA s ndslednym zvySenim produkce TK1. V
dalsi c¢asti 1écby, t.j. od cca 7 mésici od stanoveni diagnosy do konce podavani udrZovaci
cytostatické 1é¢by, (t.j. do 2 let od stanoveni diagnosy), 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 pacientlli na udrZovaci cytostatické 1é¢b€ (faleSné
zvySend hladina TK1). V dalSim obdobi po skonceni 1éby je sledovdni 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. Domnivdme 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



24

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
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 vyrazné 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 rtst organismu muiZe také zvySovat hladinu
TK1, a proto je vice neZ absolutni hodnota markeru podstatnd jeho dynamika. Vyznam sledovéni
dynamiky vyvoje hladiny TK1 oproti izolovanému hodnoceni absolutni hodnoty TK1 (v IU/1) je
tteba 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 m4 pak velky vyznam pro v€asnou

diagnostiku relapsu.

Dalsi sledovany marker B2MG se pifi monitoraci leukémii neosvéd¢il a to jak pii diagnose,
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,

7Ze doposud neexistoval Zadny spolehlivy nddorovy marker, ktery by dosahoval dostacujicich
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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 pii sledovani po 1é¢bé. Co je vSak zdsadni, z
klinického pohledu miZe byt B2MG pouZit pii diferencidlni diagnostice u uzlinovych syndromd,
nebot” jeho zvySeni u lymfomu v porovnani s benigni lymfadenitidou je signifikantni. U TKI1 je
zfejmé, Ze u lymfomi pii diagnose 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
lymfom, jakoZto o nddorovém markeru, je v dosp€lé populaci fada praci (39), ale o jeho vyznamu
u détské populace jsou zminky pouze sporadické. Napiiklad se o ném zmifniuje Bien ve své praci z
roku 2004, kdy prokézal, Ze ve srovndni se zdravou détskou populaci je f2MG u lymfomi pii
diagnose signifikantné zvysen (24). V porovnani s jeho vysledky, povaZujeme naSi prici za

v s

klinicky vyuZiteln€jsi, nebot’ nase kontrolni skupina pro hodnoceni lymfomu nebyli zdravi jedinci,

vvvvvv

diagnosy lymfomu.

7 Zaveér
Leukémie

Na na$i skupiné 58 pacientli s leukémiemi se ndm podafilo jednozna¢né€ prokazat, Ze
vySetfenim TK1 po vyloudeni virové infekce lze v ramci diferencidlné diagnostické rozvahy s
pomérn¢ 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 pti 96 % specificité, senzitivita B2MG je nevyhovujici.
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Neprokdzali jsme prognosticky vyznam sledovanych markerd TK1 a B2MG u pacienti
s leukémiemi., respektive vzhledem k malému poctu pacientii v ndmi sledované skupiné nelze pro

maly pocet udélosti (relaps, imrti) 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.
Lymfomy

B2MG ve skupiné nemocnych s lymfomy umozni diferencidlni diagnostiku proti
lymfadenitid¢ statistickd vyznamnost rozdilu je (p < 0,0019). U lymfomu na rozdil od B2MG se
TK1 v diferencidlni diagnostice neuplatiuje. B2MG se uplatni jako doplitkovd metoda pfi
rozhodovéani, zda provést histologické vySetfeni uzliny nebo ne u pacienta s lymfadenopatii po
vyloueni 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 vysSetieni, zobrazovacich metod (USG, CT) nebo

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

Obdobné¢ jako u leukémii, ani u pacientli s lymfomy se nim nepodatilo prokazat prognosticky

vyznam TK1 a f2MG.

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
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transamindz nad 5 ukat/l, ztraci vySetieni TK1 a P2MG smysl vzhledem k vysoké
pravdépodobnosti faleSn€ pozitivniho vysledku. V piipadé negativni virologie a normdlnich
jaternich testli je diagnosa 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 difené k definitivnimu

potvrzeni diagnosy 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 marker 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
normélnich parametrii krevniho obrazu) pozvidn na kontrolu v krat§im intervalu — nejlépe do 1
mesice. Pfi pretrvavani nebo progresi elevace nadorovych marker pii kontrolnim vysetfeni by
mélo byt neprodlené provedeno vySetfeni kostni diené k ovéfeni nebo vylouceni relapsu akutni

leukémie.

Lymfomy

Pti vysSetfeni pacienta s lymfadenopatii je tfeba kromé jiného vyloucit i moZnost nddorového
onemocnéni. V détském vé&ku z onkologickych diagnos je nejpravdépodobnéj§im nddorem uzlin
lymfom. Z toho vyplyva, Ze v pribéhu 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 diagnosu (napf. virovy infekt, antropozoonoza apod.) a
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hladina B2MG je nad 1,55 mg/l, je diagnéza lymfomu pravdépodobnd. Pfi nejasné diagnose a vyssi

hladiné B2MG nad uvedné cutt off je vhodné provést histologické vySetfeni uzliny, které jako

jediné muze uréit konecnou diagnosu. TK1 se u lymfomt pro pododny tucel jako B2MG

neosvédcila.
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11 Summary

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
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
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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.



