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M Biokémiai hattér

A sejtosztodast megel6z6 DNS szintézishez alapvetd
fontossagu, hogy a kiilonboz6 dezoxinukleotid-trifoszfatok
(ANTP) kelld6 mennyiségben alljanak rendelkezésre
a replikaciohoz. Ezek [és igy a csak DNS-re jellemzd
dezoxitimidin-trifoszfat (dTTP)] felépitéséhez két lehetd-
ség kinalkozik: a de novo szintézis és a mentési Utvonal.
Az el6bbi - a primidin bazisok esetén karbamoil foszfat-
bol és aszpartathdl kiindulo -, energiaigényes folyamatot
egésziti ki a DNS lebomlasbol szarmazd nukleozidok — igy a
dezoxitimidin — foszforilalasaval indul6 mentési reakcidsor.
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Akar a de novo szintézis, akar a mentési Ut végtermékeként
keletkezett dTMP dTDP-vé, majd dTTP-vé foszforilalodik, végill
a dezoxitimidin beéplil az djonnan szintetizaldddo DNS-be.
A timidin timidin-trifoszfatta alakulasanak sebességét megha-
tarozo 16pés a TK katalizalta timidin-TMP reakcid™. A timidin
kindz (TK) két izoenzimjét azonositottak: a citoplazmaban
talalhato TK1-t és a mitochondriumbdl izolalhatd TK2-t. Mig a
TK2 szintje nem mutat sejtosztodassal 6sszefiiggd valtozaso-
kat'?, a TK1 termel6dése sejtciklus fazisai szerint valtozik®>'".
A két izozim szubsztrat specificitasa is kiilonbozik: a TK2 a
dezoxicitidint is képes foszforilalni, mig a TK1 szubszratja
els6sorban a dezoxitimidin?.

A TK1 mRNS szint nagyon alacsony a nyugvo sejtben és GO
fazisban, de gyors emelkedés figyelhetd meg a G1/S atmenet-
ben, majd a mitdézis megindulasaval koncentracioja gyorsan
lecsokken. A TK mRNS transzkripcio sebességének valtozasa
nem magyarazza a mintegy 20-szoros emelkedést, feltehe-
tden a cellularis TK gén atirodasa nem csak traszkripcios, de
poszt-transzkripcios szinten is kontrollalt®'°. Bebizonyosodott,
hogy a TK mRNS fél-életideje 8-12h az S fazis alatt és jelen-
tdsen lecsokken az M-fazishan®. Maganak az enzimfehérjének
a stabilitasa is valtozd. Amennyiben a C-terminalis 40 amino-
sav atirddasat megakadalyozzak vagy a C-termindlis véget
B-galaktozidazzal fzionaljak, stabilitdsa nem valtozik a ciklus
folyaman, ugyanakkor ez a valtoztatds az enzimaktivitasra
gyakorlatilag nincs befolyassal®'". Ha csak az utols6 10 ami-
nosav deletalddik, a ciklikus degradacié megmarad®.

A TK1 gént szekvenaltak'? és a gén expresszija soran ter-
mel6dott fehérjét 25kD molekulatomegi dimernek talaltak.
A dimer ATP-vel aktivalodva tetramerré alakul'. Az utob-
bi forma katalitikus aktivitisa 3-5-szbrose a dimerének.
Mig a dimer forma a GO és G1 fazisra volt jellemz6, az S
fazisban a tetramer dominalt’®. A szérum TK1 aktivitds méret-
kizarasos kromatografiaval torténd vizsgalatakor két cstcsot
kaptak: egy 58 kD molekulatomeg(it, mely az dsszes szérum
TK aktivitas mintegy 20%-at adta (tetramer forma) és egy 730
kD-o0s nagyobb komplexet (az aktivitds nagyobbik részéért ez
a komponens felel)'. A TK1 szerkezete alapvetéen kiilonbozik
a tobbi dezoxiribonukleozid kinazétdl™.



B A TK1 klinikai
hasznalata

A TK legrégibb diagnosztikai alkalmazasa annak indirekt
mérése: ftricialt timidin-beépiilés autoradiografias vizs-
galataval az osztddd sejtek azonositdsa®, melyet ma is
hasznalnak malignus sejtek novekedési sebességének
megallapitasara.

Amagzati és a daganatos szovetekben azonos TK izoenzimet
talaltak??, mely a citoszol TK1-nek felel meg®. Kiilonbséget
mutattak ki érett leukocitak és leukémias fehérvérsejtek
TK1 aktivitasaban'®4, Normal és daganatos szovetmintak
citoszoljat 6sszehasonlitva (hypernephroma és bronchogén
carcinoma Kkivételével®) szamos tumor az ugyanazon
szovetminta egészséges részéhez képest magasabb TK
aktivitast mutatott'617.19.33-35,

Mamma carcinoma esetén a citoszol TK1 aktivitas fiiggetlen
prognosztikai tényezének bizonyult?*%, Pre/perimenopauzaban
lév betegekben a kitjulas-mentes id6tartam, posztmeno-
pauzas paciensekben a teljes tulélési ido becslésére alkal-
mas?. Nyirokcsomd negativ esetekben a magas citoszol TK
aktivitasi paciensek jobban reagaltak az adjuvans kemo-
terapiara (fluorouracil-doxorubicin-cyclophosphamid vagy
fluorouracil-etoposide-cisplatin)?¢. Elérehaladott eml6rakosok
esetén a magas TK aktivitas el6revetitette a tamoxifen kezelés
sikertelenségét?’. A TK1 immunhisztokémiai vizsgalata segit a
benignus és malignus daganatok elkiilonitésében®, korrelal a
tumor stadiummal és a szovettani grade-del®®?.
Vastagbélrakos szovetmintakban szignifikansan magasabb
a TK1 aktivitds, mint adenoméakban és normal szovetmin-
taban®%', A familialis adenomatosus polypokbdl szarma-
z0 szovetmintak mintegy felében emelkedett TK1 aktivitast
talaltak, ami a betegség heterogenitasara utal®. A TK1
immunhisztokémiai vizsgalata megbizhatobbnak bizonyult a
j6- és a rosszindulatl elvaltozasok elkiilonitésében, mint a
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)®.

Agydaganatok vizsgalatakor is kiilonbséget taldltak a normal
s betegmintak TK aktivitdsaban: a legmagasabb értéket a
meningeomas szivetek adtak, az oligodendrogliomak nagyobb
aktivitast mutattak, mint az astrocytomasok. Az utébbi csoportban
aTK ol korrelalt a malignitas fokaval®. Ugyanakkor a cerebrospina-
lis folyadék (CSF) lll.-IV. stadiumu astrocytomasokban mutatta a
legmagasabb koncentraciot, mig oligodendrogliomasokban ala-
csony - vagy mint nem daganatos korfolyamatok esetén - kimu-
tathatatlan volt®. A CSF TK1 aktivitds mérése a kezelés nyomon
kovetésére is alkalmasnak bizonyult®*, Cisztozus daganatok
punkci6jabdl szarmazé minta TK1-akfivitasa alapjan a jo- és
rosszindulat tumorok egyértelmden elkiilonithetok. ALL esetén a
neurold-giai szovodmeény kialakulasat emelkedett CSF-TK1-szint
kisérte*!. AML betegek csontvelGseijt lizatumaban kezelés el6tt
mért TK1-aktivitas lehetdséget ad a GM-CSF — TAD-9 induk-cids
terapia sikerének becslésére®.

M A szérum TK1 aktivitas (sTK)
vizsgalata

A szérum TK1 aktivitasmérés azért alkalmazhatd tumor
markerként, mert normalis sejtosztodas soran nem jut
be a szérumba szamottevé enzim annak gyors degrada-
cidja miatt®, s igy egészséges egyénekben a szérum TK1
aktivitas nagyon alacsony. Szétesd tumorsejtekb6l azonban
jelentds enzim szabadulhat fel, igy a szérumkoncentracio
emelkedés jol mutatja a daganat progresszidjat. Mivel
a rosszindulatl sejtekbdl kozvetleniil felszabaduld TK1
aktivitasat a szérumbol mérjik, a legkifejezettebb valtozas
hematoldgiai korképekben figyelheté meg.

TK1 mérés rosszindulati hematoldgiai
betegségekben

A TK1 értékelése non-Hodgkin limfomakban

A kezelés megkezdése el6tt levett vér sTK non-Hodgkin
limfdmak esetén jol korrelal a klinikai stadiumokkal®®%
(Ann Arbor Kklasszifikacio szerinti I-IV) %, a szovettani
diagndzissal (Kiel osztalyozas)®, a betegség kiterjedésé-
vel%, a progressziomentes tulélési id6vel®, a daganatsejt
proliferacio sebességével®. A tobbvaltozos analizis szerint
8 laboratoriumi paraméter [STK, [,-mikroglobulin, LDH,
orozomukoid (c,-AGP), haptoglobin, ferritin, hemoglobin,
siillyedés (ESR)] koziil a sTK bizonyult a legmegbizhatobb
tényezbnek a tulélési id6 becslésében®. A sTK szintjének
valtozasa jol koveti a klinikai allapotot (progresszid, sikeres
kezelés, visszaesés)®, s nagy valoszinliség szerint aranyos
a kezelés hatasara szétesett daganatsejtek szamaval®® a
kemoterapia utan roviddel levett mintaban.

- W d W
' *

Seg

*® *
c K~

we

Krénikus limfoid leukémia (CLL)

A jellegzetes immunfenotipusd, tdmor magvd, kis limfocitak
abszolut szamanak kronikus megemelkedésével jellemez-
het6 CLL prognosztikai szempontbdl nagyon heterogén
(a diagndzistol szamitott median talélési id6 2 -10 év
kOzotti)>16062,




Az inkdbb Eszak-Amerikdban hasznalt Rai®- és az
Europaban alkalmazott Binet*-féle, elsésorban klinikai
adatokon alapulé stadiumbeosztas nem ad elegendd tam-
pontot annak eldontésében [f6ként a korai stadiumok
(Rai O-Il'ill. Binet A) esetén], hogy mikor sziikséges elkez-
deni a kezelést***°. Az utdbbi két évtizedben felfedezett
szamos, nehezebben vizsgalhato paraméter (kromoszo-
ma aberraciok®, IGVH gén mutaci6®, CD38 expresszio®,
ZAP-70 expresszi6®) mellett egyre nagyobb hangsulyt
kapnak a szérumban mérhetd paraméterek (sCD23%,
B,-mikroglobulin®, timidin-kinaz>*¢'%%). A szérum TK1 akti-
vitas alkalmasnak bizonyult a korai klinikai stadiumban
lév6 pacienseken beliil a lassan progrediald (smoldering)
és az agressziv lefolyasu (non-smoldering) alcsoport elkii-
[onitésére®. A TK1 szint fliggetlen prognosztikai tényez6
a betegség proliferacio®, a progresszid-mentes tulélési
id6%562, a varhato terapias valasz®® megitélésében.

Myeloma multiplex

Myeloma multiplexes (MM) betegek tulélési idejének meg-
itélésében a f,-mikroglobulin mellett a sTK bizonyult
fliggetlen prognosztikai paraméternek’’. Az sTK szigni-
fikansan kiilonbozott MGUS (monoclonal gammopathy of
undeterrmined significance) és MM péaciensekben’?, tovab-
ba a Durie és Salmon szerinti’® I. és el6rehaladottabb sta-
diumban 1év6 betegekben™. A vizelettel konny(i lancot iiritd
lgG és IgA myelomasokban szignifikdnsan magasabb sTK
értékeket kaptak, mint nem-exkretalokban™. A kezelés
elott levett mintabol mért sTK érték megbizhatd eldrejelzoje
a merphalan monoterapia hatasossaganak, de a kombinalt
kezelésre ez nem bizonyithatd™®.
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Hodgkin limfoma

Annak ellenére, hogy a rosszindulatli sejt proliferacios
sebessége kisebb Hodgkin-betegségben, mint non-Hodgkin
limfémakban és akut leukémiaban, szignifikans kiilonbség
figyelhet6 meg az I+l és a lll+IV stadiumu Hodgkin korosok
sTK szintje kozott. Ebben a szérumparaméterben az el6re-
haladott betegségben szenveddk kozott tovabbi kiilonbség
volt megfigyelhetd aszerint, hogy jelen vannak-e B- szimp-
tomak vagy sem. Klinikai jelent6ség szempontjabdl a leg-
fontosabb, hogy amikor az IA és IIA stadiumi pacienseket
két-két alcsoportba soroltak a sTK szerint (5 U/l alatti és
feletti STK értéket add alcsoportba), szignifikans kiilonbsé-
get kaptak a betegségmentes tulélési id6ben’.

Mpyelodysplasticus szindroma (MDS)

Az esetek mintegy negyedében akut myeloid leukémi-
ava (AML) transzformalodé MDS okanak a multipotens
csontveldi dssejtekben bekovetkezd mutaciokat tartjak. A
prognosztikai szempontbdl ugyancsak nagyon heterogén
betegségen beliil eldbb (a hetvenes évek masodik felében)
a FAB osztalyozas®', majd az ezredforduld utan a WHO
Klasszifikacio®? teremtett lehet6séget homogénebb prog-
nosztikai csoportok elkiilonitésére, a kezelés fajtajanak
és id6pontjanak jobb megtervezésére. Ezek a rendszerek
invaziv mintavételt (csontveld kenet, csontvel6 biopsia)
igényelnek, igy mindenképpen értékes egy szérumbol
vizsgalhato fiiggetlen prognosztikai paraméter hasznalata.
A medullaris blast-szammal 0sszefliggést nem mutato
legnehezebben megvalaszolhato kérdés, hogy melyik MDS
transzformalodik akut leukémiava. Meghatarozhatd volt
egy STK hatarérték, mely feletti aktivitas esetén a betegség
(annak ellenére, hogy esetleg a klasszifikacid szerint az
alacsony kockazatu csoportba volt sorolhato) akut myeloid
leukémiava alakult™.

Akut leukémiak
Az akut leukémiak kezelése sokat fejlodott az utobbi

évtizedekben, ennek ellenére akadnak terapiarezisztens,
visszaesésre hajlamos esetek. A kezelés alatti progresz-



szid monitorozasara kevés lehetdség all rendelkezésre
a klinikusoknak®. Ezért értékes az a felismerés, hogy a
kezelés eldtti sTK szoros Osszefliggést mutat a terapia
hatasossagaval®*®*. Mind ALL, mind AML betegekben az
sTK véltozasa a nyomon kovetés soran megbizhatoan jelzi
a remissziot és a visszaesést®. Felndtt T-sejt leukémias
betegekben a diagnozis megallapitasakor mért sTK szintén
korrelal a tulélési id6vel®.

Nem vérképzérendszeri malignus betegségek
Prosztatarak

A prosztatarak a férfiak negyedik leggyakoribb rosszindu-
lati megbetegedése vilagszerte. A betegség felfedezésekor
a paciensek 40-50%-a eldrehaladott stadiumban van, s
mintegy 15%-uk esetében alkalmazhato radikalis terapia®’.
A rutinszerlien végzett digitalis rectalis vizsgalat (DRE),
transrectalis ultrahang (TRUS) valamint az MRI alulértékeli
a betegség kiterjedését (féként a nyirokcsomo attétek nem
vizualizalhatok®®) a miitéti mintabdl késziilt szovettani
vizsgalatokkal 0sszehasonlitva®. A nodalis statuszt még
a miitétkor eltavolitott nyirokcsomok hisztologiai értéke-
lése sem tarja fel megbizhatéan, mivel a gyakorlatban
csak az obturator csomokat vizsgaljak, s nem ritka az
ettdl cranialisabban fekvok érintettsége®. A leggyakrabban
hasznalt szérumparaméter, a PSA alapjan nem kiilonithetok
el a benignus és malignus betegségek, raadasul egyes
rosszul differencialt daganatok nem jarnak PSA emelke-
déssel®. A kiilonboz6é hatarértékek, mellyel probalkoztak,
hogy a lokalizalt és a kiterjedt betegséget elkiilonitsék,
nem megbizhatéak: a lokalizalt betegségre jellemzd fels6
limitnek tartott 20 ng/l alatt a betegek 35%-a bizonyult
késo6i stadiumunak, és a 20 ng/l feletti szérum koncent-
racioju paciensek 29%-aban nyirokcsomd érintettség sem
volt kimutathat6®”. Tobb szérumparamétert 6sszehasonlitva
a sTK prognosztikai értéke jobbnak bizonyult®® mint a
szérum PSA-é. A két szérumparaméter egyiittes értékelése
biztosabban elkiiloniti a lokalizalt és kiterjedt betegséget:
ha a PSA 25 ng/l feletti, de a sTK cut-off alatti (5 U/I) nagy
valoszinliséggel a betegség lokalizalt vagy csak minimalis
nyirokcsomo érintettség all fenn; ha mindkét paraméter az
emlitett hatarérték feletti, a betegség disszeminalt®’.

Tuddrak

A tiidérakok kozil els6sorban az agressziv lefolyasu
kis-sejtes forma (SCLC) esetén tanulmanyoztak az sTK
hasznalhatdsagat. Tobb markert (STK, NSE, TPA, LDH)
osszehasonlitva a sTK bizonyult az egyediili prognosztikai
tényezbnek, a legbiztosabban kiilonitette el a limitalt és
kiterjedt betegséget®™%. Egy masik vizsgalatban, melyben
az sTK, CEA, NSE, TPA dsszehasonlitasa tortént, a sTK adta
a legszorosabb 0Osszefliggést a klinikai stadiumokkal®®.
Az sTK (t6bb markerhez hasonloan) jol tiikrozte a betegség
aktivitast, viszont remisszié indukcié alatt tobb betegnél
szintje atmenetileg jelentdsen megemelkedett®.

Nem kis-sejtes tiidérak (NSCLC) vizsgalatakor szignifikans
kiilonbséget talaltak az MO csoportba sorolt betegek sTK
szintjében a T1-T2 és a T3-T4 tumor-méretiiek, valamint
az |-l és a lll klinikai stadiumban lévok kozott. Az M1
csoportban nem volt kiilonbség a klinikai stadium és a
daganatméret szerint. Ugyancsak nem talaltak differenciat
az adenocarcinomasok és a squamosus sejtes rakosok
kozott. Az MO csoportban a sikeres miitétet kovetd 1 honap
mulva levett sTK szint 45%-kal csokkent, mig az M1
csoportban miitét utan ilyen valtozas nem volt megfigyel-
het6®.

Emlérak

Az emlbrak citoszol TK1 aktivitas vizsgalataval kapcsolat-
ban szamos tanulmany késziilt (Id. ,A TK1 klinikai haszna-
lata” cim(i fejezetben). A sTK is jol korrelalt a klinikai stadi-
umokkal, miitét utan jelezte a visszaesést és a progresszio
elérehaladasaval emelkedett®. Elsddleges hormonkeze-
|és alatt a sorozat sTK a terapiara jol reagaloknal csokkent
és visszaesés soran emelkedett™.

Egyéb carcinoma

Tiinetmentes colorectalis adenomasok, tiinetmen-
tes vastagbél-véghél rakos, maj-attétes colorectalis
carcinomas tovabba nem dagatos vastaghél betegség-
ben szenvedd paciensek STK szintjét dsszehasonlitva a
hepaticus metastasisos csoport sTK értéke szignifikansan
kiilonbozott az adenomasokétdl, a tiinetmentes rakosoké
viszont nem',




Fej-nyak rakos betegek vérmintait vizsgaltak a diagno-
zis felallitasakor kiilonbozo bioldgiai paraméterekre [STK,
SCC (squamosus sejt carcinoma antigén), fibrin, sillyedés
(SR)]. A tobbvaltozos analizis szerint csak a STK és az SR
bizonyult fliggetlen prognosztikai tényezének'', egy masik
tanulmanyban méhnyak-rakos betegeknél is hasonlo
eredményt kaptak'®.

Nem daganatos megbetegedések

A nem daganatos betegségek kozil az anaemia
perniciosaban figyelhetd meg jelentds STK emelkedés,
nagy valoszinliséggel a nem stabil proliferald szovetbdl
kiszabadul6 TK1 miatt'®,

Szamos virusinfekcio (HSV#648, EBV'%, CMV'%4, HIV'%, HAV107)
akut fazisaban szintén megfigyelheté atmeneti STK emel-
kedés.

Egyéb alkalmazas

8Fluor-jelzett timidin anal6got [3’-dezoxi-3’(18F)-fuoro-
timidin] radiofarmakonként alkalmazva a gyorsan proliferalo
daganat PET-CT szkennel j0l vizualizalhatg*>4,

Allatkisérletes modellben '25|-FIAU-jelzett Mycobacterium
tuberculosis P, TK torzzsel fertdzott egerekben a fertozes
lefolyasa és a kezelés hatasa in vivo nyomon kovethetd

SPECT-CT szkennel®.

M A szérum TK1 mérés
modszerei

A legrégebb ota kereskedelemben hozzaférhetd, nagyon
munkaigényes mddszer a radio-enzimassay (REA). Ennek
Iényege, hogy a szérumot 'l-jelzett jodo-dezoxiuridinnal
inkubdalva (ez a szubsztrat-analdg kivalonak bizonyult a
TK1 aktivitasméréshez), a keletkezett jodo-dezoxiuridin-
monofoszfatot  aluminium-oxidon  abszorbealva,
a dekantalds, mosas utan mért radioaktivitas a TK1-
aktivitassal lesz aranyos*¢-.

Szubsztratként 3’-azido-2’,3’-dezoxitimidint (AZT) alkal-
mazva és a keletkezd AZT-5’-monofoszfatot (AZTMP) anti-
AZTMP antitest és peroxidaz-jelzett AZTMP segitségével
vetélkedési enzim-immunoassay rendszerben mérve nem
radioaktiv mddszerrel is hozzaférhet6vé valt a TK1 aktivitas
meghatarozas®.

Mig az el6bbi metodikdkkal csak sorozatmérés lehetsé-
ges, a LIAISON® TK a jelenleg egyediili, paciens-szelektiv
meghatarozasi modszer. A keletkez6 termék (AZTMP)
vetélkedési immunoassay elvii meghatarozasahoz a rend-
szer izoluminol-AZTMP konjugatumot alkalmaz, s igy a
mért kemilumineszcens jel lesz forditottan aranyos a TK1
aktivitassal®.
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