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SAMMANFATTNING

Inom humanmedicinen har man i flera decennier anvant sig av olika biomarkérer som
hjalpmedel vid diagnosticering, prognosstallande och monitorering av sjukdomens
progression hos patienter med neoplastiska sjukdomar. Tumoérmarkorer ar ett omrade som
under senare ar dven har fatt okat intresse inom veterinarmedicinen och forskning bedrivs nu
runt flera olika typer av markdrer. Den tumoérmarkor som visat sig vara kénsligast och mest
palitlig vid studier kring hematologiska tumadrsjukdomar hos saval hundar som manniskor ar
enzymet thymidinkinas 1 (TK1). TK1 &r ett cellcykelreglerat S-fas-specifikt protein vars
fysiologiska funktion ar att medverka i cellens syntes av deoxiribonukleinsyra (DNA) genom
att omvandla nukleotiden thymidin till motsvarande monofosfat. Enzymets aktivitet gar att
mata i serum och korrelerar starkt till malignitetsgraden hos den vavnad som enzymet
uttrycks i. Gold standard-metoden for att mata aktiviteten hos TK1 inom veterindrmedicinen
ar idag en radioenzymatisk analys (TK-REA) och pa senare tid har forskning dven bedrivits
kring en metod som bygger pa ELISA-teknik. Tillgangligheten hos bada niamnda
analysformer ar dock kraftigt begransad, bland annat pa grund av att de kraver mycket dyr
utrustning fran foretaget som utvecklat dem, varfér de i nulaget inte anvands i stor
utstrdckning inom den kliniska veterindrmedicinen. En ny metod fér matning av TK1-
aktiviteten som baseras pa fosforyleringen av thymidin inmarkt med radioaktivt tritium ([*H]-
dThd) har nu utarbetats pa Sveriges Lantbruksuniversitet.

Syftet med studien dr att utvardera huruvida den nya metoden &r tillrdckligt kanslig for att
mata TK1-aktivitet i serum fran hundar med malignt lymfom och juvertumorer. Serumprover
fran 68 hundar (40 normala, 25 med malignt lymfom och tre med juvertumorer) analyserades
med [*H]-dThd-analysen. Aktiviteten hos TK1 i serum fran patienter med malignt lymfom var
signifikant hogre jamfort med aktiviteten hos friska hundar. Endast tre patienter med
juvertumorer inkluderade i studien och alla av dem visade en TK-aktivitet under medelvérdet
for den friska gruppen. TK1-aktiviteten méttes dven i serumprover insamlade fore, under och
efter kemoterapi-behandling av sju hundar med malignt lymfom. Ett tydligt behandlingssvar i
form av minskad TK1-aktivitet i serum observerades, vilket bekraftade att TK-aktivitet i
serum &r en god diagnostisk och prognostisk markor. Resultaten korrelerade med
indexmetoden TK-REA (p < 0,0001). Sammanfattningsvis ar ([*H]-dThd)-metoden snabb,
kanslig och ekonomiskt fordelaktig i syfte att mata TK-aktivitet i serum fran patienter med
malignt lymfom.

SUMMARY

Tumor specific bio markers have during several decades been a tool used for diagnosis,
prognosis and monitoring disease in human oncology. More recently, the interest for tumor
markers has increased also within veterinary medicine, and studies are now undertaken on
several different types of markers. The tumor marker that has proven to be the most sensitive
and reliable through studies on hematologic tumors in both human and dog is the enzyme
thymidine kinase 1 (TK1). TK1 is an enzyme specific for the S-phase of the cell cycle and it’s
physiologic role is taking part in the production of deoxyribonucleic acid (DNA) by
catalyzing the phosphorylation of the nucleotide thymidine to its corresponding
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monophosphate. The activity of the enzyme can be measured in serum and strongly correlates
with the degree of malignity of the tissue that produces the enzyme. Today, the Gold-standard
method for measuring serum-TK1 activity in veterinary medicine is a radiometric assay (TK-
REA) and recently, research has also been made on an ELISA-technique based method. The
availability of the methods though, is strongly restricted since both of them require expensive
equipment solely provided by the company that has developed them, resulting in that the
methods are used to little extent within veterinary medicine. However, the method for
measuring serum-TK1 activity, based on the phosphorylation of thymidine labeled with
radioactive tritium ([*H]-dThd), has recently been refined at the Swedish University of
Agriculture Science.

The purpose of this study is to evaluate whether the new method is sensitive enough to
measure TK1 activity in sera from dogs with malignant lymphoma and mammary tumors.
Serum samples from 68 dogs (40 normal, 25 with malignant lymphoma and three dogs with
mammary tumors) were analyzed using the [*H]-dThd analysis. The serum-TK1 activity in
patients with malignant lymphoma was significantly higher compared to the activity of
normal dogs. Only three patients with mammary tumors were included in the study and all of
them had a serum-TK1 activity below the mean value for the healthy control group. We also
measured the serum-TK1 activity in samples collected before, during and after chemotherapy
of seven dogs with malignant lymphoma. A clear response to therapy in terms of decreased
serum-TK1 activity was observed, which confirmed that serum-TK1 activity is a good
diagnostic and prognostic marker. The results significantly correlated with the Gold-standard
TK-REA (p < 0.0001). In conclusion the new method is fast, sensitive and economic for
measuring serum-TK activity in patients with malignant lymphoma.

SYFTE

Tonvikten i denna artikel ligger pa en litteraturstudie av biomarkarer for cancer hos hund och
manniska, med fokus pa thymidinkinas 1. Vidare ges utforliga beskrivningar av
tumaorsjukdomarna malignt lymfom och juvertumdrer. En mindre studie har utforts i syfte att
validera en ny metodik for att snabbare och billigare analysera thymidinkinas 1 hos hund.

LITTERATUROVERSIKT

Juvertumorer hos hund
Etiologi och riskfaktorer

Juvertumarer hos sma hundraser ar oftare benigna an de som utvecklas hos stora hundraser.
Vissa raser &r speciellt bendgna att utveckla juvertumorer, t.ex. flera spaniel-raser (Egenvall et
al., 2005). De flesta drabbade djur ar medelalders till &ldre, intakta tikar. Juvertumorer ar
daremot séllsynt hos hanhundar och unga individer. Bade Ostrogener och gestagener Okar
incidensen, och dessa kan vara av bade endogent och exogent ursprung (Nelson & Couto,
2009 [a]). Risken att en hund ska drabbas av juvertumdrer minskar om den kastreras fore
andra 16pet, och risken minskar ytterligare om kastration sker redan fore det forsta 16pet.
Kastration efter tredje 16pet minskar daremot inte risken for att utveckla maligna tumorer,
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troligen beroende pa att steroida konshormoner vid det laget redan haft sin primara verkan pa
malcellerna. Produkter som innehaller medroxiprogesteronacetat, som bland annat anvands
for att skjuta upp 16p hos tik, har ocksa kopplats till en 6kad incidens av juvertumaérer. Andra
riskfaktorer ar fetma vid ung alder samt om hunden utfodras med hemmalagad mat istéllet for
kommersiellt foder (Henry, 2010).

Forekomst och klassificering

Juvertumorer &r den vanligaste tumortypen hos okastrerade tikar (Sorenmo, 2003). De
bakersta juverdelarna drabbas oftare an de framre, troligen p.g.a. att de &r storre (och saledes
innehaller mer juvervavnad) (Dobson et al., 2003).

I Ruta 1 visas den histologiska klassificeringen av juvertumdrer hos hund. Benigna tumarer
utgdrs ofta av olika typer av adenom, fibroadenom och blandtumérer (Lana et al., 2007).
Drygt 50 % av juvertumorerna hos hund ar maligna. Av dessa klassificeras 40-50 % som
nagon typ av karcinom, d.v.s. tumdrer som utgar fran epitelial vavnad. Cirka 5-10 % av
maligna juvertumorer klassificeras som sarkom d.v.s. tumorer utgaende fran mesenkymal
vavnad (t.ex. bindvav, fett, brosk, ben och muskler). Det finns &ven en mindre vanlig blandad
form, sa kallad karcinosarkom, med ursprung i bade epitelvavnad och bindvav (Lana et al.,
2007).

Inflammatoriskt juverkarcinom (engelska: Inflammatory mammary carcinoma - IMC) ar lagt
differentierade och mycket maligna. De vaxer ofta invasivt i hud och lymfvdavnad och
metastaserar ofta. Tumorerna associeras med 6dem och inflammation med infiltrat av bade
mononukleara och polynukleara celler (von Euler, 2011). IMC kan vara svara att skilja fran
mastit bade via klinisk och cytologisk undersokning (Henry, 2010).



RUTA 1. HISTOLOGISK KLASSIFICERING AV JUVERTUMORER HOS HUND

Maligna tumdérer
Icke infiltrerande (in situ-) karcinom
Carcinoma complex
Carcinoma simplex
Tubulopapillart karcinom
Solitt karcinom
Anaplastiskt karcinom
Speciella karcinomtyper
Spindelcellskarcinom
Plattepitelskarcinom
Mukast karcinom
Lipidrikt karcinom
Sarkom
Fibrosarkom
Osteosarkom
Ovriga sarkom
Karcinosarkom
Karcinom eller sarkom in benign tumor

Benigna tumdrer
Adenom
Adenoma simplex
Komplext adenom
Basaloidadenom
Fibroadenom
Lagcellularitets-fibroadenom
Hogcellularitets-fibroadenom
Benign blandad tumér
Gangpapillom

Fran Misdorp et al., 1999

Metastasering

Ca. 50 % av maligna juvertumorer hos hund metastaserar (Henry, 2010). Spridningen sker
vanligen via blod eller lymfkarl och metastaser hittas framst i lymfknutor och lungor (von
Euler, 2011).

Det mycket komplicerade dréneringssystemet hos hundens juverkortlar ligger till grund for
huruvida lymfatisk metastasering sker till antingen axillar- eller inguinallymfknutorna.
Hunden har vanligen fem par juverkortlar - tva kraniala/thorakala par, tva abdominala par
samt ett kaudalt/inguinalt par — i tva separerade rader. De thorakala kortlarna toms vanligen
till axillarlymfknutorna och inguinalkortlarna téms till inguinallymfknutorna medan de
abdominala kortlarna kan témmas till antingen axillar- eller inguinallymfknutorna (Henry,
2010). Lymfatisk kommunikation sker mellan den forsta, andra och tredje juverdelen samt
mellan den fjarde och femte. Dessutom kan kommunikation finnas mellan den tredje och
fjarde mammarkorteln (Sorenmo, 2003).



Klinisk bild och diagnos

Juvertumorer upptacks ofta som bifynd vid rutinméssiga veterindrundersokningar eller av
noggranna &gare. | Over hélften av fallen hittas fler &n en massa som uppstatt antingen
samtidigt eller efter varandra (Henry, 2010).

Tumorerna kan associeras med brostvartan eller, vilket ar vanligare, sjalva kortelvavnaden.
Varje juverkortel kan drabbas av en eller flera benigna eller maligna tumdrer. Hos individer
med benigna tumdrer ar nybildningarna vanligen sma, fasta och val avgransade fran
intilliggande vavnad. Kliniska tecken som tyder pa malignitet ar snabb tillvaxt,
svardefinierade granser, vidhaftning mot huden eller underliggande mjukdelsvavnader, samt
ulceration eller inflammation (Lana et al., 2007).

Diagnos fordrar histopatologisk undersékning av biopsier och det ar viktigt att undersoka
samtliga massor. Det ar viktigt att komma ihdg att bade benigna och maligna tumadrer kan
forekomma samtidigt och att ett enstaka prov inte behdver representera alla tumdérer hos
patienten vid det tillfallet. Preoperativ cytologi av palperbara lymfknutor kan underlatta
faststallandet av sjukdomens omfattning innan kirurgi. Oavsett preoperativ bedémning bor
aven lymfknutor avlagsnade i samband med kirurgisk behandling undersokas histopatologiskt
(Henry, 2010).

Rontgen av thorax fran tre perspektiv, i syfte att upptacka eventuella lungmetastaser, ar
nodvandigt att utfora innan eventuell kirurgisk behandling da resultatet kan ha stor betydelse
for utgangen (Henry, 2010).

Staging

P& grund av den stora andelen metastaser hos maligna juvertumorer erfordras fullstandig
tumor-staging. Vid staging utvarderas saval primartumoren som regionala och avlagsna
metastaser avseende makroskopiskt utseende (ulceration, vidhaftning till intilliggande vavnad,
etc.). Det forsta staging-systemet utarbetades av World Health Organization (WHQO) och
sedan dess har ett nytt modifierat system presenterats (Tabell 1). Oavsett system kravs
bedémning av regionala lymfknutor och eventuella avldgsna metastaser, framfor allt i
lymfknutor och lungor (Henry, 2010).



TABELL 1. MODIFIERAT STAGINGSYSTEM

T

M

- Primar Tumorstorlek

- Status i regional lymfknuta (Node)

- Distal Metastas

Mo
M,

Klinisk klassificering

v

< 3.cm i diameter
3-5 cm i diameter
> 5 cm i diameter
Inflammatoriskt karcinom

Ingen metastas
Metastas till ipsilateral lymfknuta
Metastas till kontralateral lymfknuta

Ingen metastas
Distal metastas

T1, NO, MO

TO-1, N1, MO

T3, NO-N2, MO

T1-T4, NO-N2, M0O-M1

Frén Henry, 2010

Det finns dven ett histologiskt stagingsystem som baseras pa huruvida tumorcellernas
forekomst begransas till eptielvavnad i kortelgangarna, om de invaderar stromat, blod-
och/eller lymfkérl eller om de rent av hittas som systemiska metastaser (Tabell 2) (Henry,
2010).

TABELL 2. HISTOLOGISKT STAGINGSYSTEM

Stadium  Kannetecken

Frekvens av De Novo- eller
aterkommande juvertumaorer
tva ar efter kirurgi

Tumorcellerna ér begransade till gangvavnad 25 %
Tumorcellerna invaderar stromal vévnad 2%
Vaskular/lymfatisk invadering och/eller metastas till 95 %

regional lymfknuta
Systemisk metastas

Ej rapporterat; hundar med
Stadium 11l har per definition
inga sjukdomsfria intervaller

Fran Henry, 2010

Behandling

Behandlingen ar kirurgisk och hur mycket juvervdvnad som skall avlagsnas beror pa

tumaoren/tumérernas omfattning och antal (Lana et al., 2007).



Nodulektomi (lumpektomi) innebér att endast sjalva tumdren avlagsnas tillsammans med ett
tunt lager av omkringliggande vavnad. Detta kan vara indicerat for enstaka solitdra tumdorer
mindre & 0,5 cm i diameter som &r fasta i konsistensen och val avgrénsade till
omkringliggande vavnad. Om patologanatomisk diagnos (PAD) visar att tumdren &r benign
kravs inget ytterligare ingrepp, forutsatt att tumdoren ar liten, valavgransad och omgiven av 1-
2 cm frisk vavnad i alla riktningar. Om tumoéren ar ofullstandigt avldgsnad eller avlagsnad
med for liten marginal bor ett mer radikalt kirurgiskt ingrepp utféras (Lana et al., 2007).

Regional mastektomi ar ett relativt sett storre ingrepp vars omfattning baseras pa den
drabbade juverkortelns lymfatiska dranage. Drabbade juverkortlar avlagsnas tillsammans med
dréanerande lymfknutor, de juverkortlar som ligger nedstroms i draneringssystemet, samt
tillfredsstallande méngd av omgivande mjukdelsvdvnad (Lana et al., 2007).

Unilateral mastektomi utfors nér ett flertal tumorer hittas langs juverraden. En unilateral
mastektomi kan ta mindre tid och vara mindre traumatisk &n multipla lumpektomier eller
mastektomier. Bilateral mastektomi kan utforas nar flera massor hittas i bada juverraderna.
Tillslutning av huden kan emellertid vara mycket svart om inte omajligt och risken for
forsdmrad livskvalitet och allvarliga postoperativa komplikationer &r stor, varfér upprepade
unilaterala mastektomier rekommenderas (Fossum, 2002).

Kirurgisk behandling kan kompletteras med tex. strdlning, cytostatika och
hormonbehandling. Dessa behandlingsmetoder anvands inte rutinméssigt i Sverige och det
finns fa studier som visar att nagon av dessa metoder i kombination med kirurgi ger ett béattre
behandlingsresultat jamfort med enbart kirurgi (Henry, 2010).

Vid IMC anses kirurgisk behandling vara kontraindicerad, bland annat pa grund av att risken
for komplikationer i samband med behandling ar stor (Lana et al., 2007). Kirurgisk
behandling tycks dessutom varken bota eller forlanga patientens liv (Fossum, 2002).

Prognos och dverlevnad

Vetenskapligt faststallda prognostiska faktorer visas i tabell 3. Tumdrens lokalisation, d.v.s.
om den ar belagen kranialt eller kaudalt i juverraden, verkar emellertid inte paverka
prognosen (Sorenmo, 2003). Antalet tumdrer, val av kirurgisk metod eller huruvida OHE
utfors i samband med kirurgi eller inte har heller inte betydelse for prognosen. Det rader
delade meningar om huruvida alder vid diagnos samt ras utgor prognostiska faktorer (Lana et
al., 2007).

Sarkom och IMC associeras med den samsta prognosen bland juvertumérer hos hund. Aven
blandade tumoérer och plattepitelskarcinom associeras med korta éverlevnadstider (Henry,
2010).



TABELL 3. SAMMANFATTNING AV PROGNOSTISKA FAKTORER HOS HUNDAR MED
JUVERTUMORER

Bra Daligt

Tumdrstorlek <3 cm i diamater > 3 cm i diamater

Tumdrens makroskopiska Val avgransad Invasiv, ulcererad

utseende

Lymfknuta Negativ Positiv

Uttryck av steroidreceptorer Positiv Negativ

Histologisk subtyp Hogt differentierade karcinom Lagt differentierade karcinom
Carcinoma complex Carcinoma simplex
Tubuléra/papillara karcinom Solida karcinom

Anaplastiska karcinom
Inflammatoriska karcinom
Sarkom

Histologisk tumdrgrad I Il

Fran Lana et al., 2007

Malignt lymfom hos hund
Forekomst, etiologi och riskfaktorer

Malignt lymfom &r en varierad samling av lymfoida maligniteter som alla har sitt ursprung i
fasta organ (d.v.s. lymfknutor, lever och mjalte), vilket skiljer dem fran lymfoid leukemi som
uppstar i benmargen (Nelson & Couto, 2009 [b]; Vail & Young, 2007).

Malignt lymfom utgor ungeféar 7-24 % av alla neoplasier hos hund (Vail & Young, 2007). De
kan drabba hundar av alla aldrar, raser och bada konen. Incidensen okar med stigande alder
(Bryan, 2010).

Etiologin till malignt lymfom hos hund &r till stor del okénd och anses vara multifaktoriell da
inget gemensamt etiologiskt agens kunnat faststéllas (Nelson & Couto, 2009 [b]; Vail &
Young, 2007). En genetisk komponent ar uppenbar da neoplasierna ar hogt forekommande
inom vissa hundraser och blodlinjer. Boxer, Basset hound, rottweiler, Cocker spaniel, Sankt
Bernard, skotsk terrier, Airedaleterrier, engelsk bulldog och Golden retriever 16per en relativt
hdg risk att utveckla malignt lymfom (Nelson & Couto, 2009 [b]).

Utvecklingen av malignt lymfom har associerats med exponering for ograsmedlet 2,4-
diklorfenoxiattiksyra, boende vid industrier och att djurdgarna anvander vissa kemikalier
(t.ex. farger och l6sningsmedel) (Vail & Young, 2007; Bryan, 2010).

Forsamrad immunfunktion har identifierats hos hundar med malignt lymfom (Vail & Young,
2007). Immunsystemforandringar hos hunden, t.ex. immunmedierad trombocytopeni, har
associerats med en Okad risk for paféljande utveckling av malignt lymfom (Vail & Young,
2007). Immunosuppressiva mediciner som t.ex. cyklosporiner 6kar risken hos ménniskor och
sannolikt aven hos hund (Bryan, 2010).



Flertalet molekylara avvikelser har undersdkts hos hundar med malignt lymfom. Bland annat
har somatiska genetiska mutationer i tumaorsupressorgenen p53 och proto-onkogenen N-ras
rapporterats hos hundar med malignt lymfom (Vail & Young, 2007). Epigenetiska
moduleringar, d.v.s. &rftliga men reversibla fordndringar i DNA som dar oberoende av
forandringar i DNA:ts nukleotidsekvens, har ocksa undersokts hos hundar med malignt
lymfom. Hypometylering av cytosinbaserna i hundens kromosomer hittades i neoplastiska
celler i de flesta fall av malignt lymfom och &r involverat i den mailgna transformeringen av
lymfoida celler (Bryan, 2010; Vail & Young, 2007).

Klinisk bild och klassificering

Malignt lymfom kan hos hund vara bade indolenta (langsamvaxande) och aggressiva. De kan
vara solitara eller multicentriska, lymfknutebaserade eller associeras med manga organ i
kroppen. Tidig, precis diagnos och noggrann staging ar avgorande for att adekvata kliniska
bedémningar ska kunna géras. Tumdrstadium har visat sig vara prognostiskt och staging-test
bor darfor utforas rutinmassigt (Bryan, 2010).

Klassificeringen av malignt lymfom hos hund kan urskiljas baserat pa anatomisk lokalisation,
histologiska kriterier och immunofenotypiska karaktérsdrag (d.v.s. B- eller T-celler). De
vanligaste anatomiska formerna av malignt lymfom &r, med sjunkande prevalens,
multicentriska, mediastinala, alimentéra och kutana former. Primért extranodala former, som
kan patraffas pa vilka platser som helst utanfor lymfsystemet, inkluderar 6gon, centrala
nervsystemet (CNS), ben, testiklar, urinblasa, hjarta och nashala (Vail & Young, 2007). De
kliniska fynden beror pa vilken anatomisk form som presenteras (Nelson & Couto, 2009 [b]).

80 % av alla hundar med malignt lymfom utvecklar den multicentriska formen som utmaérks
av lymfadenopati av ytliga lymfknutor. De forstorade lymfknutorna ar vanligen smartfria,
gummiaktiga och distinkta. Drabbade hundar &r oftast asymptomatiska men kan &aven
presenteras med en historia av viktminskning, letargi, anorexi och febrila episoder (Vail &
Young, 2007). Sjukdomen tycks uppsta i en eller flera lymfknutor for att sedan progrediera
till att involvera ett stort antal lymfknutor, lymfoid vavnad och till och med icke-lymfoid
vavnad (Bryan, 2010). Diffus lunginvolvering kan upptdckas vid réntgenundersokning.
Hepatomegali, splenomegali eller extranodala lesioner (t.ex. okuldra, kutana, renala eller
neurala) kan ocksa forekomma (Nelson & Couto, 2009 [b]).

Den mediastinala formen av malignt lymfom utgér runt 5 % av fallen. Denna form
karaktariseras av forstoring av de kraniomediastinala lymfknutorna, eller thymus, eller bada
(Vail & Young, 2007). Hundarna soker ofta pa grund av plétsligt uppkommen dyspné, hosta
eller regurgitation. Symptomen fran respirationsorganen och évre digestionstrakten orsakas av
kompression orsakad av de forstorade kraniala mediastinallymfknutorna, och ibland kan &ven
pleural effusion (vatska i lungséacken/hydrothorax) bidra. Vanliga fynd vid auskultation av
brostkorgen ar ddmpade respiratoriska ljud, lungljud férskjutna till den dorsokaudala delen av
thorax samt ddmpade hjartljud (Nelson & Couto, 2009 [b]). Den mediastinala formen &r den
lymfom-form som oftast associeras med hyperkalcemi och hos dessa patienter &r polyuri och
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polydipsi vanliga fynd (Vail & Young, 2007; Nelson & Couto, 2009 [b]). Humoral
hyperkalcemi ar det enda paraneoplastiska syndromet hos hundar med malignt lymfom som
har klinisk betydelse och &r vanligast i samband med lymfom av T-cellsfenotyp (Nelson &
Couto, 2009 [b]). Mediastinala lymfom dar nastan alltid av T-cellsfenotyp (Vail & Young,
2007).

Alimentara lymfom utgor ocksa de runt 5 % av lymfomfallen (Vail & Young, 2007).
Krakning, anorexi, diarré och viktminskning ar vanliga kliniska fynd i samband med
alimentart lymfom (Nelson & Couto, 2009 [b]). Blodprovsundersokning visar ofta
hypoproteinemi som har visat sig vara en negativ prognostisk faktor (Vail & Young, 2007;
Bryan, 2010). Primara gastrointestinala lymfom &r vanligen diffust eller multifokalt utbredda i
tunntarmen, ofta med omfattande ytlig ulceration och ibland transmural infiltration av serosan
(Vail & Young, 2007). Intraabdominal lymfadenopati kan, men behdver inte, foreligga
(Nelson & Couto, 2009 [b]). Vid klinisk undersokning hittas darfor ofta fortjockade
tarmslyngor (hos patienter med diffust tunntarmslymfom) alternativt en eller flera
intraabdominella massor (d.v.s. forstorade lymfknutor eller intestinala massor) (Nelson &
Couto, 2009 [b]). Det ar viktigt att histologiskt skilja alimentart lymfom fran lymfocytisk-
plasmacytisk enterit (LPE), vilket dock kan vara svart. Det faktum att lymfomen invaderar
tarmens muscularislager skiljer dem fran lymfocytar enterit. Det foreslas ibland att LPE &r ett
forstadium till alimentart lymfom. Alimentart lymfom har tidigare ansetts ha sitt
immunofenotypiska ursprung i ffa B-celler. Nya studier antyder dock att de flesta alimentéra
lymfom hos hund har sitt ursprung i T-celler (Vail & Young, 2007).

Kutana lymfom kan vara solitara eller mer generaliserade och klassificeras vanligen som
epiteliotropiska (mycosis fungoides) eller non-epiteliotropiska. Kutana lymfom kan aven
involvera munslemhinnan och extrakutan involvering (oftast i lymfknutor, lever, mjélte och
benmarg) forekommer ocksd. Epiteliotropa kutana lymfom &r de vanligaste av de kutana
lymfomen hos hund och harstammar vanligen fran T-celler (Vail & Young, 2007). De
kliniska fynden och lesionernas utseende &r extremt varierande och kan imitera andra priméara
eller sekundara hudlesioner (Nelson & Couto, 2009 [b]).

Diagnos och staging

Kliniska tecken och fynd vid klinisk undersokning fungerar vanligen som indikation pa
malignt lymfom. Fore det att behandling satts in maste diagnosen dock konfirmeras
cytologiskt, histopatologiskt eller molekylart. Vidare kravs en panel bestdende av dtminstone
blodstatus, biokemisk profil och urinanalys. Panelen kan erbjuda vardefull information som
kan hjalpa djurégaren och klinikern att bestamma huruvida behandlings ska sattas in eller inte.
Kliniska abnormaliteter hos patienten ar i hdg grad avgérande for vilka lakemedel som ska
administreras da lakemedlen ofta har allvarliga bieffekter och darfor kan vara direkt
kontraindicerade hos vissa patienter (Nelson & Couto, 2009 [b]).

Utvardering av brost- och bukhala kan vara viktigt for att bestimma omfattningen av cancerns
involvering av inre vavnader. Med thoraxrontgen kan lunginfiltrat (hittas i 1/3 av fallen),
lymfadenopati i sternal- och tracheobronchiallymfknutorna (2/3 av fallen) och andra
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mediastinala massor upptéckas. Ultraljud och rontgen kan identifiera abnormaliteter i
bukhalan - t.ex. avslojas pa detta satt involvering i sublumbar- och mesenteriallymfknutorna,
mijalte och lever i 50 % av fallen. Avancerad bilddiagnostiska tekniker sasom datortomografi
(DT), magnetisk resonanstomografi (MRI) och positronemissionstomografi (PET) blir
dessutom allt vanligare inom veterindrmedicinen (Nelson & Couto, 2009 [b]).

Cytologisk undersokning av prov uttagna med hjalp av finnalsaspirat (FNA) av perifera
lymfknutor erbjuder snabb identifiering av. monomorfa, onormala lymfocytpopulationer, men
ger inte en fullstindig klassificering och graderingsinformation. Histopatologisk
undersokning av kirurgiskt exciderade lymfknutor tillater fullstandig klassificering och
gradering samt immunofenotypning av sjukdomen vilket ger véardefull prognostisk
information (Bryan, 2010).

Efter att en lymfomdiagnos konfirmerats utfér man vanligen en staging av sjukdomen for att
kunna bedéma prognos. Ett histologiskt staging-system utarbetat av WHO har under de
senaste tva decennierna anvants for hund (Tabell 4). | detta system anvéands klinisk och
klinikopatologisk information fran patienterna for att forsoka bestamma sjukdomens
omfattning och korrelera det med prognosen. WHO-systemet ar dock inte prognostiskt i sig
(t.ex. ar overlevnaden likartad hos patienter med grad I- och grad IV-lymfom) (Nelson &
Couto, 2009 [b]). Férutom WHO-systemet tillampas bland annat National Cancer Institutes
(NCI) of Health Working Formulation och Kiel-systemet. Bada systemen utvarderar
arkitektur och celluldr morfologi men liksom WHO-systemet inkluderar inte NCI-systemet
immunofenotyp vid Kklassificeringen (Bryan, 2010).

TABELL 4. STAGINGSYSTEM ENLIGT WORLD HEALTH ORGANIZATION

Stadium Kliniska kdnnetecken

I Involvering av en solitar lymfknuta

I Fler an en lymfknuta ar forstorade men pa samma sida av diafragma

i Generell lymfknuteinvolvering

v Stadium Il1-fynd, plus hepatomegali och/eller splenomegali

\% Nagot av ovanstaende, plus involvering av benmarg eller extranodala strukturer
-substadium a: asymptomatisk
-substadium b: sjuk

Fran Nelson & Couto, 2009 [b]

Histologiskt kan malignt lymfom graderas som antingen lag- (sma lymfocytiska eller
centrocytiska lymfom) eller intermediara till hoga (diffusa stora celler, centroblastiska och
immunoblastiska lymfom) vilket har stor betydelse for klinisk hantering av fallet.
Faststdllandet av tumdrens histologiska grad kombinerat med bestdammandet av dess
immunofenotyp ger anvandbar information for klinikern vid val av behandling. Andelen
patienter som visar ett bra svar vid kemoterapi &r béattre hos djur med B-cellslymfom och
lymfom av intermediar till hog histologisk grad (Vail & Young, 2007). Laggradiga lymfom
associeras med en signifikant béttre Overlevnadsprognos jamfort med intermediara och
hdggradiga lymfom (Bryan, 2010).
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En noggrann utvérdering av patienten mojliggor identifiering av prognostiska faktorer som
kan paverka djuragarens beslut om behandling och klinikerns val av kemoterapi for att
minimera lakemedlens toxiska effekter (Bryan, 2010).

Behandling

Sa snart en diagnos har faststallts ska prognos och potentiella terapeutiska alternativ
diskuteras med djurégaren (Nelson & Couto, 2009 [b]). Faktorer att ta hansyn till inkluderar
sjukdomens stadium, narvaron eller franvaro av paraneoplastiska fenomen, patientens
generella fysiologiska status, ekonomisk och tidsmassigt engagemang hos djurédgaren samt
patientens valbefinnande avseende sannolikhet for behandlingsrelaterade bieffekter (Vail &
Young, 2007). Malignt lymfom &r vanligen en systemisk sjukdom som antas vara
metastaserande vid upptdckt. Lokaliserade lymfom har rapporterats, men systemisk terapi
kravs nastan alltid for tillracklig effekt (Nelson). Systemisk kemoterapi ar forstahandsval vid
behandling av malignt lymfom hos hund, och generellt sett anvéands kombinationsprotokoll.
Genom att anvanda kombinationer av lakemedel med olika verkningsmekanismer slar man
ofta ut en storre del av patientens tumoérbdrda jamfort med om man skulle ha anvént en enda
farmakologisk substans (monoterapi). Med kombinationsterapi kan ocksa graden av bieffekter
minimeras (Vail & Young, 2007).

Det finns tva huvudsakliga kemoterapeutiska tillvagagangssatt for hundar med malignt
lymfom: behandlingsprotokoll som baseras pa antingen COP (cyklofosfamid, vinkristin, och
prednison) eller CHOP (cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin och prednison). De COP-
baserade protokollen &r vanligen mindre aggressiva men maste fortgd under resten av
patientens liv. Forenklat utgdrs de av en inledande fas med induktionskemoterapi, foljt av en
underhallsfas och slutligen reinduktion vid eventuellt aterfall. Under de tva senaste
decennierna har ett stort antal artiklar om CHOP-baserade protokoll dykt upp. En stor fordel
med anvdndande av CHOP-baserade protokoll &r att patienterna behandlas under en
begransad tidsperiod, d.v.s. de saknar underhallsfas. Denna aspekt &r central vid behandling
av cancer inom humanmedicinen dér patienterna ser fram emot ett liv utan kemoterapi
(Nelson & Couto, 2009 [b]).

For att minimera kemoterapins toxiska effekter tillampas inom svensk veterindrmedicin ett
palliativt tillvagagangssatt snarare dn ett terapeutiskt, d.v.s. malet ar att sla ut en stor majoritet
av tumorcellerna snarare dn att utrota samtliga av dem. | praktiken innebéar det administrering
av lagre doser kemoterapeutika jamfort med inom humanmedicinen. Patienterna vid
Universitetsdjursjukhuset (UDS) i Uppsala behandlas med ADRIA-Plus-protokollet som
utarbetats i Utrecht, Holland (tabell 5) (von Euler, 2011 [online]). ADRIA-Plus-protokollet ar
ett CHOP-baserat cytostatikaprotokoll som ar tidsbegransat till fyra manader (Piek et al.,
1999; von Euler, 2011 [online]). De ingaende substanserna ar l-asparginas, doxorubicin,
chlorambucil, cyclofosfamid, prednisolon och dexametason (Piek et al., 1999).
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TABELL 5. ADRIA-PLUS-PROTOKOLL TILLAMPAT VID UNIVERSITETSDJURSJUKHUSET,
UPPSALA

Vecka Dag Medicin Behandling ges
1 1 L-asparaginas Medac (L-asparaginas) 10 000 1U/m2 Pa klinik
2 8 Adriamycin (Doxorubicin) (30 mg/m?) Pa klinik
Dexadreson (Dexametason) (10 mg/m?) Hemma (tabletter)
4 22 Adriamycin (30 mg/m2) (Kontrollera leukocyter plus Pa klinik
hematologi!)
Leukeran (Chlorambucil) (25 mg/m?, férdelat p& 2 dagar) Hemma (tabletter)
23 Prednisolon (50 mg/m2 en g dagligen per vecka, minska med Hemma (tabletter)
Y4 av dosen varje vecka)
33/34  Leukeran (25 mg/m2, fordelatdelat pa 2 dagar) Hemma (tabletter)
7 43 Adriamycin (30 mg/m2) Pa klinik
9 57 L-asparaginas Medac 10 000 1U/m? Hemma (tabletter)
60 Sendoxan (Cyklofosfamid) (200-250 mg/m?) Hemma (tabletter)
11 71 Adriamycin (30 mg/m?) P& klinik
80/82  Leukeran (25 mg/m?, fordelat pd 2 dagar) Hemma (tabletter)
14 92 Adriamycin (30 mg/m?) P& klinik
17 113 Sendoxan (200-250 mg/m?) Hemma (tabletter)
19 127 Utvardering. Om i CR: AVBRYT behandlingen, Aterbesok P4 klinik

vid vecka 24/27/30/39/ 52

CR="complete remission”, Kliniskt frisk.
Maropitant (Cerenia®) ges i fyra dagar efter varje adriamycininbehandling.

Fran von Euler, 2011 [online]

Kirurgi, radioterapi, eller bada, kan anvandas for att behandla lokaliserade lymfom fore och
under kemoterapibehandling (Nelson & Couto, 2009 [b]).

Manga djurdgare kan p.g.a. t.ex. ekonomiska skal eller tidsaspekter inte lata sin hund
genomga en fullstandig cytostatikabehandling. Hos hundar som egentligen skulle kunna dra
nytta av kemoterapeutisk behandling kan istéllet andra preparat, t.ex. enbart prednisolon,
bidra till en forlangd period av god livskvalitet, ibland med upp till flera manader. Kandidater
for sadan terapi ar patienter med fa eller inga kliniska symptom (Nelson & Couto, 2009 [b]).

Prognos och dverlevnad

Bland hundar som behandlas med konventionella kemoterapiprotokoll fér malignt lymfom
varierar andelen patienter som genomgar remission mellan 80 och 90 procent. De flesta
patienterna forvantas Overleva mellan 12-16 manader, i jamférelse med en ungefarlig
overlevnadstid pa 4-8 veckor hos obehandlade patienter (Nelson & Couto, 2009 [b]). Andelen
patienter som hamnar i remission och ldngden pa terapins effektens varierar dock med
narvaron eller franvaron av prognostiska faktorer hos patienten (Vail & Young, 2007).
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Thymidinkinas som diagnostiskt hjalpmedel vid cancer hos manniska och
hund

Overdriven och okontrollerad proliferation &r ett av karaktarsdragen for cancer. Markorer for
proliferation har darfor visat sig vara anvandbara for att kunna stélla diagnos, uttala sig om
prognos, valja behandling och for att upptiacka eventuella aterfall i samband med
tumorsjukdom. For att uppna dessa syften har man inom humanmedicinen relativt lange
anvant sig av olika biomarkorer som hjalpmedel. Under senare ar har amnet fatt okat intresse
aven inom veterinarmedicinen och forskning bedrivs nu runt flera olika typer av markarer.

En av mycket fa tumormarkdrer som har visat sig vara anvandbara och palitliga for att stélla
diagnos, uttala sig om prognos, vélja behandling och upptacka ev. aterfall i samband med
tumaorsjukdomar ar enzymet thymidinkinas (TK). TK:s fysiologiska roll &r att katalysera
fosforyleringen av nukleosiderna thymidin, deoxyuridin och deras analoger, med ATP som
fosfatdonator. Produkten, olika nukleotider, fosforyleras vidare till dTDP och dTTP av vilka
den senare fungerar som DNA-prekursor (von Euler et al, 2010). Sarskilt i snabbt
prolifererande celler utgér enymet en alternativ metabolisk vag fér DNA-syntes (Nakamura et
al., 1997). Thymidinkinas hittas i princip hos alla daggdjur (Arner & Eriksson, 1995).

Det finns tva olika former av thymidinkinas. Den ena, TK1, hittas i cellernas cytoplasma och
ar cellcykelberoende. 1 normala celler & TK1 endast aktivt under korta perioder under den
tidiga S-fasen. I onormala celler forekommer emellertid enzymet i betydligt hdgre nivaer och
aktiviten kvarstar i det senare fallet under hela S-fasen. Den andra formen av thymidinkinas,
TK2, hittas i mitokondrierna och uttrycks i alla celler oavsett stadium i cellcykeln (von Euler
et al., 2005). TK2 har en mycket bredare substratspecificitet &n TK1, som inkluderar
deoxycytidin och méanga pyrimidinanaloger (Eriksson et al., 2002).

TK1 har visat sig vara tatt korrelerat till andelen S-fasceller och déarmed den generella
proliferationsnivan. Av denna anledning har enzymet och dess aktivitet anvants som en
palitlig och kéanslig markor for cellproliferation (von Euler et al., 2005).

Matning av TK1-koncentrationen

Koncentrationen av TK1 i serum gar att mata tack vare att man nyligen kunnat producera
antikroppar specifikt riktade mot enzymet. Antikropparna kanner igen TK1, inte bara i serum
och cellutstryk, utan dven i fixerade cellsnitt med hjélp av immunohistokemi. De mest
specifika och sensitiva anti-TK-antikropparna riktas mot proteinets C-terminal (von Euler et
al., 2010). Hos manniska har koncentrationen av TK1 i serum visat sig vara en viktig
prognostisk faktor vid ett storre antal maligniteter &n TK1-aktiviteten. (He et al., 1996; Wu et
al., 2003).

Ett problem med antikroppsbaserade analyser &r emellertid att sensitiviteten hos dem &r

relativt 1ag. TK1-koncentrationerna hos normala patienter och patienter med tumorsjukdom i

tidigt stadium ar sallan tillrackligt hoga for att detekteras med hjalp av befintliga metoder.

Analyser som baseras pa enzymaktivitet har en relativt hdg sensitivitet da signalen amplifieras
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under den enzymatiska reaktionen (He et al., 2000; Wang et al., 2001; Voeller et al., 2001,
Zhang et al., 2001).

TK1 uppvisar hog homologi mellan manniska och hund. Enzymerna skiljer sig emellertid
strukturellt sett at i C-terminalen. Av denna anledning kéanner antikropparna riktade mot den
humana C-terminalen inte kdnner igen hundens TK1 (von Euler et al., 2010).

Resultat fran humanmedicinska analyser av TK1-koncentrationen vid fasta tumorer ar oklara,
da signifikant skillnad i TK1-nivaer mellan friska kontroller och patienter med fasta tumorer
inte alltid gar att pdvisa. Detsamma galler fér motsvarande veterinarmedicinska studier
utforda pa hundar (von Euler et al., 2010).

Matning av TK1-aktiviteten

Inom humanmedicinen anvéands idag méatningar av TK1-aktiviteten for att beddma prognos
och behandlingar av ett antal hematologiska cancersjukdomar, bland annat leukemi, multipelt
myelom, Hodgkin’s lymfom och non-Hodgkin’s lymfom (Nakamura et al., 1997). TK1-
aktiviteten har dven visat sig vardefull i samband med solida tumérer sdsom brostcancer,
colo-rektal cancer, lungcancer och &ggstockscancer. Har har det anvants for faststallande av
sjukdomsstadium och prognos samt for att upptacka aterfall innan tumdren blir kliniskt
uppenbar (von Euler et al., 2010).

Inom veterindarmedicinen anvands aktivitetsmétningar av TK1 i serum for att faststélla
sjukdomsstadium och prognos for patienter med malignt lymfom. Forskning har visat att
aktiviteten av TK1 i serum okar i relation till tumérernas malignitet. Det har observerats att
aktiviteten hos TK1 snabbt gar ner till basala nivaer vid lyckade cancerbehandlingar. Det har
ocksa visats att en stegring av TK1-aktiviteten i serum ofta med flera veckor foregar kliniska
symptom vid aterfall av cancern (von Euler et al., 2010).

For att pavisa och méta aktivitet av TK1 i serum anvands ofta en thymidinalog. Sa &r fallet
vid bland annat TK radioenzymatic assay (TK-REA) och Liaison TK assay som &r en ELISA-
baserad metod (von Euler et al., 2010). Bade TK-REA och Liaison TK assay &r oberoende av
art da bada metoderna uppmaéter enzymaktiviteten, d.v.s. den fosforylerade produkten som
aktivt TK1 producerar (von Euler et al., 2006).

TK-REA bygger pa en radioenzymatisk teknik i vilken TK1 fosforylerar den radioaktiva
substratanalogen *#I-iododeoxyuridin. Darefter mats mangden reaktionsprodukt per tidsenhet
vilken korrelerar med TK1-aktiviteten i serum. Metoden finns tillganglig som ett
kommersiellt testkit (Diasorin AB). TK-REA har anvants under flera decennier och ar i
nulaget Gold standard-metod for tumorprognos och for att forutspa aterfall inom
humanmedicinen och mer nyligen dven hos hundar med malignt lymfom (von Euler et al.,
2004). Ur veterinarmedicinsk synvinkel ar analysens praktiska tillampbarhet begransad da
den dels &r dyr och dels medfor riskfylld hantering av radioaktiva &mnen (von Euler et al.,
2010). Den radioaktiva isotopen *#I emitterar gammastralar med hogt energiinnehall som har
hog penetrans i biologiska vavnader vilket gor hantering av isotopen besvérlig (Eriksson,
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2011). Ytterligare en nackdel med TK-REA ér att den férutom att mata TK1-aktivitet delvis
aven uppmater TK2-aktivitet. Detta faktum begransar dock inte testets specificitet namnvart
vid matningar i serum tack vare att TK1 h&r utgér den dominerande formen (von Euler et al.,
2005). Vid analys av TK1-aktiviteten i cellextrakt 6kar emellertid risken for falskt positiva
resultat (von Euler et al., 2010).

Liaison TK assay &r en icke-radiometrisk analys for matning av TK1-aktivitet i serum i vilket
man anvander det specifika, onaturligt substratet azidothymidin (AZT). TK1 i patientprovet
katalyserar forst fosforyleringen av AZT till motsvarande monofosfat, AZTMP. Som ett andra
steg tillsatts specifika primara anti-AZTMP-antikroppar och AZTMP-markt peroxidas till en
mikrotiterplatta coatad med ett 6verskott av sekundara antikroppar riktade mot de primara
anti-AZTMP-antikropparna. Konkurrens mellan AZTMP och AZTMP-mérkt peroxidas
uppstar och bundna antikroppskomplex binds upp av sekundéara antikroppar. Déarefter tvattas
obundet AZTMP-mérkt peroxidas bort medan det bundna peroxidaset detekteras och relateras
till AZTMP-nivéerna, vilket ger TK1-aktiviteten i originalprovet (Ohrvik et al., 2004).

| tva studier av von Euler et al. validerades for forsta gangen Liaison TK assay experimentellt
mot TK-REA hos hundar, for att senare anvéndas i en storre klinisk studie, aterigen med TK-
REA som referens. Bada studierna visade att Liaison TK assay visade hdg korrelation med
TK-REA. Det kunde faststéllas att hundar som behandlades mot malignt lymfom och darefter
inte drabbades av aterfall hade ett TK1-varde motsvarande det normala referensvardet. TK1-
nivaerna hos patienter med leukemi nadde signifikant lagre nivaer jamfort med hundar med
aterfall, aven om de aldrig nadde ner till normala referensnivaer (patienter med leukemi ar
mycket svara att behandla till den grad att tumorbérdan helt forsvinner). Hundar som
drabbades av aterfall hade vid bada tumértyperna en signifikant forhojd TK1-niva (von Euler
et al., 2006; von Euler et al., 2008; von Euler et al., 2010).

En fordel med Liaison TK assay &r att korsreaktionen med TK2 praktiskt taget ar férsumbar
(von Euler, 2006), vilket kan ha betydelse vid analys av cellextrakt. Studier pa TK1-aktivitet i
fast tumorvavnad har hittills utvarderats i liten utstrackning bade inom human- och
veterindrmedicin, trots bevis som indikerar att TKI1-tumoraktiviteten korrelerar med
malignitetsgraden och terapisvaret. Hos bade manniska och hund inducerar fasta tumorer
generellt sett ett betydligt mindre svar i form av enzymaktivitet och &r saledes svara att skilja
fran normala kontroller (von Euler et al., 2010).

Trots att Liaison TK assay uppvisar flera fordelar gentemot TK-REA har &dven den forra sina
svagheter. | likhet med TK-REA dar den praktiska tillampbarheten hos Liaison TK assay ur
veterinarmedicinsk synvinkel begransad da metoden kraver en kostsam analysapparat
(LIAISON®) fran DiaSorin AB.

I denna studie presenteras en enkel och sensitiv metod for att mata TK-aktiviteten i serum hos
hundar med olika tumortyper genom att anvénda det naturliga substratet for TK1 d.v.s.
thymidin (dTHd), inméarkt med radioaktivt tritium, i kinetiskt definierade forhallanden.
Metoden beskrevs forst av Ellims et al., 1981 och forfinas vid professor Staffan Erikssons
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grupp pa Biomedicinskt centrum, Institutionen for anatomi, fysiologi och biokemi pa Sveriges
lantbruksuniversitet i Uppsala. Radioaktivt tritium ar till skillnad fran *°I en Iagenergetisk
isotop med vilken man kan handskas pa ett betydligt enklare satt. Dessutom &r halveringstiden
for tritium langre an den for 2°1 och darmed stabilt under en langre tid. Saledes ar [3H]-dThd-
analysen bade sékrare och mer ekonomisk jamfort med TK-REA (Eriksson, 2011).

| studien ska serum fran hundar med juvertumorer och hundar med malignt lymfom
analyseras med hjélp av den nya metoden avseende TK1-aktivitet. Vardena ska darefter
jamféras med friska kontroller for att undersdka huruvida det foreligger signifikant skillnad i
aktivitetsnivaerna mellan sjuka och normala individer. Vidare kommer varden pa TK1-
aktiviteten i serum fran hundar med malignt lymfom &ven erhallas med hjalp av Gold
standard-metoden TK-REA. Vi ska foljaktligen jamfora aktivitetsvarden erhallna med hjalp
av den nya metoden med varden fran TK-REA-metoden och darmed undersoka huruvida de
nya matningarna har relevans jamfért med tidigare Gold standard. I studien skall &ven inga att
folja TK-aktiviteten i serum hos patienter med malignt lymfom under kemoterapi, liksom att
korrelera TK1-aktiviteten med sjukdomsstadium.

MATERIAL OCH METODER
Material

Blodprov samlades in fran 98 hundar (50 hanar, 45 honor och 3 kastrerade) och serumet
lagrades i portioner i -20 ©C fram till analys. Serumprover samlades in vid
Universitetsdjursjukhuset  (UDS), institutionen for kliniska vetenskaper, Sveriges
lantbruksuniversitet i Uppsala och projektet har fatt godkannande av Sveriges djuretiska
kommitté samt dispens fran SJV att anvanda icke-destinationsuppfodda djur i forskning.
Histopatologisk konfirmation av diagnos uppbringades hos alla tumérer. Varje tumér stagades
enligt WHO:s Kklassificeringsscheman. De diagnostiska metoder som anvandes varierade
beroende pa tumdrernas histologiska typ, anatomiska lokalisation samt hundens kliniska
status. Dessa innefattade, men var inte begrdnsade till, klinisk undersdkning,
hematologiprofil, biokemiska serumanalyser, urinanalyser och radiologiska studier.

Medelaldern hos hundarna som inkluderades i studien var 6,7 ar med en variation pa 1,1 till
14,1 ar. Subjekten var 40 normala hundar (14 hanar och 26 honor), 25 hundar med malignt
lymfom (14 hanar, 7 honor och 4 kastrater) och 3 hundar med juvertumérer (2 honor och 1
kastrat). Medelaldern hos den friska gruppen var 5 ar med en variation pa 1,1 till 12 ar.
Medelaldern hos hundarna med malignt lymfom var 8 ar med en variation pa 4,2 till 14,1 ar.
Medelaldern hos hundarna med juvertumarer var 8,9 ar med en variation pa 6 till 12 ar.

32 hundraser inkluderades i studien. De vanligaste raserna var Golden retriever och blandras
(7/68 for bada) foljt av Flat coated retriever (6/68) och darefter Labrador retriever, Schafer
och Riesenschnauzer (5/68) for varje. Bland hundar med malignt lymfom var Golden retriver
den vanligaste rasen (5/25) foljt av blandras (3/25). Endast tre individer med juvertumorer
inkluderades i studien (en var av raserna Rottweiler, Engelsk springer spaniel och Collie).
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Hundar med malignt lymfom behandlades med ADRIA-Plus-protokollet och serumprover
togs fran samma individ vid olika tidpunkter efter kemoterapi.

Aktiviteten hos TK1 var hos vissa serumprover forst uppmétta med TK-REA och vardena
uttrycks som enheter per liter (U/L).

Radiomarkt thymidin [metyl-*H]-dThd (20 Ciml) inhandlades fr&n PerkinElmer.

Thymidinkinasanalys

TK1-aktivitet mattes med radiokemisk analys med hjalp av DE-81-filterpapperteknik. 1
korthet innehdll reaktionsblandningen 10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 2 mM DTT, 5 mM MgCly,
5 mM ATP, 5 uM substrat och 10 pl serum i en slutvolym pa 40 pl. Serumet inkuberades
under en timme i 37 ©C. Tva portioner av reaktionsblandningen sattes till DE-
81filterpapprena (1 cm, Whatman) och torkades. Filtrena tvéttades med 1 mM
ammoniumformat i 5 minuter tva ganger och produkterna spaddes under 45 minuter i 0,1 M
HCI och 0,2 M KCI. Slutligen uppmaéttes radioaktiviteten genom p-scintillation liquid
counting och aktiviteten uttrycktes som pmol/min/ml.

Statistisk analys

For statistisk analys anvandes Microsoft Excel Analysis ToolPak.

RESULTAT
Analysoptimering

Radiokemisk analys med anvandning av tritiummarkt thymidin ([*H]-dThd) som substrat
anvands rutinmassigt for att bestaimma TK-aktivitet i cellextrakt eller for att rena enzymer.
Hér har vi optimerat denna metod for att méata TK1-aktivitet i serum och jamfort denna metod
med det kommersiellt tillgangliga kit for att mata TK1-aktivitet i serum.

TK-aktivitet i serum hos normala och sjuka hundar

Serumprover samlades in fran 40 friska hundar av olika raser och TK1-aktiviteten bestamdes.
Som visas i Tabell 6 varierade TK1-aktiviteten i serum hos normala hundar fran 0,3 till 6,0
U/L vid matning m.h.a. [*H]-dThd-analysen. Det fanns en skillnad mellan i TK-aktivitet i
serum mellan olika raser, t.ex. hade schéfer och beagle hdgre TK1-aktivitet an andra raser.
Medelvérdet av TK-vérden i serum fran normala hundar var 2,7 U/L.

Aven TK-aktiviteten i serumprover insamlade fran hundar med malignt lymfom analyserades.
Vissa av dessa prover analyserades med bade [°H]-dThd-analysen och med TK-REA-
analysen (Tabell 7). Medelvardet for TK1-aktivitet hos hundar med malignt lymfom innan
behandling inletts var 37,1 U/L med en variation pa mellan 0,9 och 80 U/L. Statistisk analys
visade att TK1-aktiviteten i serum var signifikant hogre hos hundar med malignt lymfom (p =
0,016) jamfort med den friska gruppen (Figur 1).
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Av hundarna med malignt lymfom genomgick 19 stycken (tabell 8) staging enligt WHO-
systemet (stadium I: 1 hund; stadium IlI: 7 hundar; stadium 1V: 4 hundar; stadium V: 7
hundar). I figur 2 visas TK1-aktiviteten i serum fran patienter med olika stadier av malignt
lymfom. Ingen signifikant skillnad kunde pavisas avseende TK1-aktiviteter i serum mellan de
olika sjukdomsstadierna. Emellertid observerades de hogsta aktiviteterna hos patienter i
stadium 4 och 5.

TK1-aktiviteten i serumprover fr&n hundar med juvertumérer analyserades enbart med [*H]-
dThd-analysen (Tabell 9). Serumproverna fran de tre provtagna individerna visade alla en
TK1-aktivitet under medelvardet for den friska gruppen (2,7 U/L).

FIGUR 1. AKTIVITETEN HOS THYMIDINKINAS 1 | SERUM FRAN
NORMALA HUNDAR OCH HUNDAR MED MALIGNT LYMFOM
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FIGUR 3. AKTIVITETEN HOS THYMIDINKINAS 1 | SERUM FRAN
HUNDAR MED MALIGNT LYMFOM AV OLIKA STADIER
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TK-aktivitet i serum hos hundar efter kemoterapi

Vissa av hundarna har behandlats med ADRIA-Plus-protokollet. Serumprover samlades in
fore varje dos L-asparginas och adriamycin och TK-aktiviten bestaimdes med [*H]-dThd-
analysen. I alla fall minskade TK1-aktiviteten i serum drastiskt efter den forsta dosen jamfort
med proven fore behandling (figur 3).
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FIGUR 3. AKTIVITETEN HOS THYMIDINKINAS 1 | SERUM FRAN
HUNDAR MED MALIGNT LYMFOM UNDER
KEMOTERAPIBEHANDLING
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*: CCNu (lomustin) &r ett cytostatikum som inte ingér i ADRIA-plus-protokollet utan i detta sammanhang forst
anvands vid aterfall av cancer.

Korrelation mellan [*H]-dThd-analysen och TK-REA

TK-aktivitet i serum hos hundar med malignt lymfom bestdamdes ocksa med hjalp av TK-
REA. En starkt signifikant korrelation visades mellan TK-REA och [*H]-dThd-analysen (R =
0,96, P < 0,0001) med hjalp av enkel linjar regression (figur 4 och 5). Som framgar ur tabell 7
ar det, av varden pa TK-aktiviteten i serum erhallna med hjalp av TK-REA-analysen, enbart
varden inom intervallet 2,5 — 80 U/L som anges med exakt numeriskt varde, emedan vérden
utanfor intervallet anges som < 2,5 respektive > 80 U/L. | figur 4 har TK-REA-vérden (x-
axel) < 2,5 och > 80 U/L approximerats till 2,5 U/L respektive 80 U/L. I figur 5 daremot, ar
samtliga prover som har ett TK-REA-vérde < 2,5 eller > 80 U/L exkluderade.
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FIGUR 4. KORRELATION MELLAN [3H]-dThd-ANALYSEN (Y-AXEL)
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DISKUSSION

Kinetiska studier av TK1-aktivitet fran normala och sjuka hundar har mojliggjort for oss att
optimera forhallandena d.v.s. substratkoncentration och volym serumprov for att bestimma
TK1-aktiviteten. Med hjélp av denna analys bestdmde vi TK1-aktiviteten i serumprover
insamlade fran normala och sjuka hundar. Resultaten visade att analysen &r kéanslig och snabb
och dessutom korrelerar val med TK-REA-kitet som for nérvarande ar Gold standard-metod
for analys av TK1-aktivitet i serum.

Vidare kunde en signifikant skillnad i TK1-aktivitet pavisas mellan serum fran friska hundar
och hundar med malignt lymfom. Néagon uppenbar skillnad kunde dock inte pavisas mellan
patienter med olika stadier av malignt lymfom. Aven om de hdgsta aktivitetsnivaerna
observerades hos hundar med malignt lymfom av stadium 4 och 5, hade dessa grupper som
helhet inte aktivitetsnivaer vasentligt hogre an hundar med stadium 3. Det gick heller inte att
uttala sig om huruvida det foreldag nagon skillnad mellan friska hundar och hundar med
juvertumorer. Endast tre patienter med juvertumorer inkluderades i studien och alla av dem
visade en TK1-aktivitet under medelvardet for den friska gruppen.

Tidigare studier har visat att aktivitetsnivan hos TK1 i serum atergick till normala nivaer efter
kemoterapi och ckade innan aterfall. | den har studien foljdes kemoterapeutisk behandling av
hundar med lymfom och TKZ1-aktiviteten i serum bestdmdes efter varje given dos. TK1-
nivaerna minskade drastiskt redan efter forsta dosen och kvarstod pa laga nivaer hos hundar
som befann sig i remission. En 6kning av TK1-nivaerna 1-2 doser efter initiering av
kemoterapi hos tva patienter observerades vilket kan bero pa frisattning i samband med
massiv celldestruktion. En 6kning av TK1-aktiviteten i serum vid senare skede indikerar
aterfall av sjukdomen och dalig prognos.

Det finns flera vinster med att vidare forfina diagnostiken inom veterinaronkologin. Samtidigt
som de diagnostiska metoderna ska ge Kklinikern vérdefull information om patientens
sjukdomstillstdnd far de inte vara smartsamma, tidskravande och kostsamma. En vl
fungerande tumormarkor skulle bland fall med ospecifika tumorrelaterade symptom kunna
hjalpa till att selektera fram kandidater for mer avancerad diagnostik. Ar tillgiangligheten god
och kostnaden for analysen rimlig skulle fler smadjurskliniker kunna anvanda sig av metoden
for att valja ut patienter lampliga for utvardering och eventuell behandling hos specialist.
Vidare skulle markdéren kunna hjélpa till vid stéllande av prognos i samband med planering
och val av behandling. En markor med potential att identifiera sjukdom redan pa biokemisk
niva, i tidigt skede och redan innan sjukdomen blir kliniskt uppenbar, skulle vara av stor
betydelse da eventuell behandling har stérre effekt vid en mindre tumérborda. En mindre
tumorborda med snabbare tillvaxthastighet ar sannolikt kénsligare for kemoterapi. | samtliga
namnda fall skulle vinster kunna goras med héansyn till bade patientens valmaende och
djurdgarens ekonomiska situation.

Malignt lymfom och juvertumdrer ar tva cancersjukdomar hos hund hos vilka diagnos,
behandlingsstrategi, i de fall man valjer att satta in sadan, och uppféljning skiljer sig &t
avsevart. Medan man hos hundar med malignt lymfom inriktar behandlingen pa att via ett
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flertal biokemiska mekanismer och under en lang period forsoka minska tumorbordan sa
behandlar man hundar med juvertumérer genom Kirurgi vid ett eller mojligtvis flera tillféllen.
Kemoterapi kréver under hela behandlingstiden, liksom ofta hos patienter i remission,
regelbundna och omfattande kliniska och biokemiska kontroller.

Skillnaderna i den kliniska hanteringen av de bada tumdérformerna skulle troligen aterspegla
sig aven i TK-analysens roll som diagnostiskt och prognostiskt verktyg. Vid malignt lymfom
foljs TK-aktiviteten i serum fore, under och efter behandling genom ett icke invasivt ingrepp i
form av ett blodprov. Vid juvertumorer skulle betydelsen av en TK-analys troligen besta i att
utgdra ett komplement till befintliga diagnostiska och prognostiska metoder (d.v.s. klinisk,
radiologisk och histopatologisk undersokning) som tillampas strax fére med den Kirurgiska
behandlingen.

Det vore onskvart att forlanga appliceringen av serum-TK1 som tumormarkor pa solida
tumorer. | nulaget har dock fa studier utforts som utvarderar TK1-aktiviteten i fast
tumorvavnad. De studier som utforts tyder dock pa att fasta tumadrer, hos bade manniska och
hund, generellt sett inducerar ett betydligt mindre svar i form av enzymaktivitet och att de
saledes ar svara att skilja fran normala kontroller. | sjalva verket kan antikroppsbaserade
analyser av halten TK1 i antingen serum eller i tumérvévnaden i sig visa sig ge en bra bild av
malignitetsgraden hos tumaéren. Fler studier av TK1-uttrycket, bade i serum och i cytosolen,
ar alltsa indicerat.

TK1 uppvisar hog homologi mellan méanniska och hund. Detta innebér inte bara att studier pa
hundmodeller kan bli mycket informativa och relativt enkla att genomfora, utan ocksa att den
erhallna informationen kan appliceras pa humanmedicinen.

Sammanfattningsvis har hér presenterats en snabb, kénslig och ekonomisk metod for att méata
TK-aktivitet i serum under kinetiskt definierade forhallanden.
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BILAGOR

TABELL 6. AKTIVITETEN HOS THYMIDINKINAS 1 | SERUM FRAN NORMALA

HUNDAR
Fall nr. Ras Alder (ar) Kén TK-aktivitet (U/L)
1 Bavarian Mountain hound 4 H 1,2
2 Labrador retriever 6 H 1,2
3 Labrador retriever 4 H 0,3
4 Labrador retriever 6 H 0,9
5 Labrador retriever 3 T 1,2
6 Labrador retriever 6 T 0,3
7 Schéfer 3 H 3,3
8 Schéfer 3 T 3,3
9 Schafer 1 T 45
10 Schafer 3 T 6,0
11 Landseer 3 H 18
12 Riesenschnauzer 3 H 15
13 Riesenschnauzer 6 H 1,2
14 Riesenschnauzer 8 H 0,8
15 Blandras 5 T 2,4
16 Blandras 9 H 2,4
17 Blandras 5 T 1,8
18 Blandras 4 T 1,2
19 Bostonterrier 6 T 3,3
20 Beagle 3 T 5,7
21 Beagle 3 T 54
22 Norfolkterrier 2 T 4,8
23 Bedlingtonterrier 7 T 15
24 Jack Russell 8 T 1,8
25 Nova Scotia duck tolling retriever 2 T 3,3
26 Boxer 4 H 0,8
27 Boxer 5 H 3,0
28 Welsh Springer spaniel 5 T 0,9
29 Rottweiler 5 T 0,8
30 Rottweiler 2 T 1,2
31 English Springer spaniel 10 T 0,5
32 Appenzeller sennen 12 T 1,2
33 Tax 3 T 3,3
34 Flat coated retriever 2 T 0,8
35 Flat coated retriever 9 T 4,2
36 Flat coated retriever 5 T 3,6
37 Flat coated retriever 3 T 2,1
38 Flat coated retriever 4 H 0,8
39 Golden retriever 4 T 0,8
40 Golden retriever 11 H 3,9

TK-varden representerar medelvérde av fyra matningar utférda m.h.a.[*H]-dThd-analysen.
T = Tik; H = Hanhund
Observera att fallnumren inte nddvandigtvis stammer dverrens med fallnummer i 6vriga tabeller.
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TABELL 7. AKTIVITETEN HOS THYMIDINKINAS 1 | SERUM FRAN HUNDAR MED MALIGNT
LYMFOM, UPPMATT MED [*H]-Thd-ANALYSEN OCH MED TK-REA

Fall nr. Ras Kon Alder Prov nr [3H]-Thd-analys (U/L) TK-REA (U/L)

(ar)
1 Norsk buhund H 9 3,3 4.4
2 Irlandsk setter T 7 A 11 8,6
B 2,65 2,9
3 Shetland sheepdog T 10 11,6 16,1
4 Dvargschnauzer H 5 A 9,1 8,6
B 6,5 53
5 Blandras H 5 64 56
6 Riesenschnauzer (T) 9 A 0,85 <25
B 0,55 <25
7 Beagle (M 11 A 8,1 9
B 10,8 14,2
C 10,2 11,2
D 55,9 52,2
E 57 4,8
8 Blandras T 5 A 125 >80
B 54 41
C 3 3,9
D 6,6 6
9 Schafer H 5 24,6 13,6
10 Lanchester heeler H 10 2,4 3,6
11 Foxterrier (T) 10 A 80 >80
B 57 8,2
C 13,8 18,7
D 18 16,2
E 10,2 8,3
F 3,9 6,6
12 Golden retriever H 8 A 44 58
B 0,55 <25
C 1,2 <25
D 2,7 3,3
E 3,6 2,9
F 3,6 45
G 34,2 33,7

13 West highland white T 11
terrier 39 4,7
14 Flat coated retriever T 8 50,5 53,7
15 Blandras H 5 46 46,7
16 Riesenschnauzer H 8 34,9 24
17 Cocker spaniel (H) 8 10,2 6,2
18 Golden retriever H 13 A 0,94 <25
B 0,49 0,9
C 0,4 <25
19 Rhodesian ridgeback H 4 A 0,25 <25
B 15 <25
C 47 4,6
D 10,2 8,4

TK-varden fran [°H]-Thd-analysen representerar medelvérde av fyra matningar.
T =Tik; H = Hanhund; (T) = Honkastrat; (H) = Hankastrat
Observera att fallnumren inte nddvandigtvis stammer dverrens med fallnummer i dvriga tabeller.
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TABELL 8. AKTIVITETEN HOS THYMIDINKINAS 1 | SERUM FRAN HUNDAR MED
MALIGNT LYMFOM, FORE EV. BEHANDLING MED CYTOSTATIKA

Fall Ras Kon Alder (ar) Sjukdoms-  TK-aktivitet
nr. stadium (U/L)
1 Norsk buhund H 9 3,3
2 Irlandsk setter T 7 11
3 Shetland sheepdog T 10 11,6
4 Blandras H 5 64
5 Border collie T 12 I 8,3
6 Golden retriever T 9 \V 2,5
7 Golden retriever H 8 \Y 1,8
8 Riesenschnauzer (M 9 | 0,9
9 Beagle (T) 11 Il 8,1
10 Blandras T 5 v 125
11 Rhodesian ridgeback H 9 \Y 28,5
12 Schafer H 5 v 24,6
13 Lancashire heeler H 10 Il 2,4
14 Golden retriever H 6 \Y 3
15 Foxterrier (M 10 v 80
16 Golden retriever H 8 v 44
17 West highland white terrier T 11 i 3,9
18 Flat coated retriever T 8 I 50,5
19 Blandras H 5 1l 46
20 Riesenschnauzer H 8 1l 34,9
21 Nova Scotia duck tolling retriever H 14 V 228
22 Cocker spaniel (H) 8 \Y 10,2
23 Golden retriever H 13 \Y 2,4
24 Rhodesian ridgeback H 4 0,25

TK-varden fran [°H]-Thd-analysen representerar medelvérde av fyra matningar.

T =Tik; H = Hanhund; (T) = Honkastrat; (H) = Hankastrat
Observera att fallnumren inte nédvandigtvis stémmer éverrens med fallnummer i évriga tabeller.

TABELL 9. AKTIVITETEN HOS THYMIDINKINAS 1 | SERUM FRAN HUNDAR MED

JUVERTUMORER
Fall Ras Alder (ar) TK-aktivitet (U/L)
nr.
1 Rottweiler 0,25
2 Engelsk springer spaniel 2,4
3 Collie 1,2
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