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Kort bakgrund

Vid DNA-syntes uttrycks cellcykelspecifika enzym som cytosoliskt tymidinkinas 1 (TK). TK
(ATP:tymidine-5"phosphotransferase: EC 2.7.1.21) konverterar deoxytymidin (Thy) till
tymidinmonofosfat (TMP). Denna fosforylering &r det enda séttet att introducera Thy i DNA-
metabolismen (salvage pathway). Figur 1 sammanfattar de biokemiska reaktionerna i syntesen
och nedbrytningen av pyrimidiner.
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Figur 1: Tymidintrifosfat (TTP)-inhibering markeras med streckad linje. Numreringen
hénvisar till reaktionssteg som katalyseras av enzymer kopplade till celltillvéxt:
1. Tymidinkinas
2. Deoxycytidinkinas
3. Tymidylatkinas
4. Ribo-nukleotid difosfaterektas,
5. Deoxyuridintrifosfat-nukleotid-hydrolas.

Alla méanniskor uttrycker TK under normal celldelning men bara smé& méangder lacker ut i
serum i aktiv form. Foster och nyfodda barn uttrycker hog s-TK-aktivitet men gravida kvinnor
skiljer sig inte fran icke-gravida m.a.p. s-TK-aktivitet. Cancer har befunnits sldppa ut mycket
hoga patologiska méngder TK till serum (s-TK) 1 terminala skeden och TK-aktiviteten ar ett
métt den sammanlagda mingden celler i delning. Méngden s-TK i relation till tumdrvolymen
varierar stort mellan saktvéixande solida tumorer dér endast en liten fraktion celler &r i delning
och tex akut leukemi som karaktériseras av en extrem celldelningsgrad. Spannet i TK niva
frdn normal till nivéer forknippade med dod varierar dérfor for olika tumdrer och man dor vid
avsevért lagre nivaer om prostatcancer ér orsaken dn om leukemi dr orsaken.

Den nya matmetoden DiviTum TK

S-TK aktivitet har under de senaste 20 aren méitts med en radioaktiv teknik (Prolifigen TK
REA) utnyttjandes '*’lodo-deoxyuridin som efter fosforylering av TK bundits till fast fas,
tvittats och rdknats i en gammardknare. Pga teknikens okénslighet har det huvudsakliga
anvindningsomradet varit blodmaligniteter. Den nya tekniken DiviTum TK later TK
fosforylera icke-radioaktivt bromodeoxyuridin, som sedan fosforyleras vidare till trifosfat och
dérefter omedelbart byggs in i en DNA-stréing som sitter fast i provbrunnens botten (96-
halsplatta). Efter tvétt bestims méngden nyproducerad DNA, som ar proportionell mot TK-
aktiviteten, med ELISA forfarande. DiviTum TK kan mita mycket ldgre nivaer av TK
aktivitet 4n den radioaktiva tekniken. For cancerpatienter erhalles en mycket stark korrelation
mellan DiviTum TK véirden och TK REA vérden (0,95 i Spearman’s ranktest). Déremot
erhélles for friska (blodgivare) ca 10 ggr ldgre virden med DiviTum TK varfor DiviTum TK
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kan uppticka 10 ggr mindre massa av delande celler vilket nu breddar anvéndningen av s-TK
méitningar dven till solida tumdrer.

Eftersom korrelationen mellan DiviTum TK och TK-REA ér s stark har vi valt att inte
repetera tidigare publicerade studier utan fokus har satts pa nya tillimpningar. Dock skall
noteras att den nya tekniken har en annan gradering och TK aktiviteten anges darfér som
DiviTum TK units per liter (Du/L). 1000 Du/L motsvarar den aktivitet som erhélles i systemet
med ett 10 pl prov som innehaller 1000 ng/L av rekombinant human TK1-enzym.

Orsaker till patologiska TK-nivaer

Liksom alla biomarkdrer varierar s-TK aktiviteten i blodet 6ver tid. Vissa fordndringar dr
transienta till sin natur och vissa &r permanenta.

Transienta forhdjningar

Trauma

Kortsiktiga transienta forhojningar har observerats efter trauma fran operation. Varaktigheten
och storleken pa dessa forhojningar dr beroende pa traumats omfattning. Halveringstiden for
s-TK i blod ar cirka 2 dagar vilket innebér att nivderna snabbt klingar av efter att
sarlakningsprocessen ar klar. [ Figur 2 ses effekten av nefrektomi pa en patient. Denna bild &r
representativ och visar att s-TK faller till normala varden efter tvd manader for denna typ av

ingrepp.
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Figur 2. Den undre kurvan visar s-TK’s forlopp efter nefrektomi. Denna bild &r
en del av dokumenteringsarbetet av DiviTum TK och &r under publikation och
bor behandlas 1 enlighet med det.

Infektion

Aven vissa infektioner leder till transient forhojd s-TK-aktivitet vilket normaliseras inom
nagra veckor. For en grafisk illustration pa detta hinvisar vi till en dldre studie 1 Fig. 3.
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Primér Herpes simplex typ I och II, Epstein-Barr virus och Varicella Zoster-infektion, Rubella
och maéssling kan alla ge en tillfélligt forhdjd s-TK-aktivitet som dock normaliseras efter 3-5
veckor. Dock forvéntas pga den tiofaldigt 6kade kanslighet med DiviTum TK att 4ven andra
infektioner samt kraftiga allergireaktioner ge tillfdlliga moderata s-TK forhdjningar, i relation
till behov av nycellsbildning. Detta eftersom kroppen snabbt nybildar och ersétter
konsumerade celler.
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Fig. 2. The half-life of serum thymidine kinase {S-TK) activity in self-healing and foscarnet treated cytomegalovirus

infected transplant patients. {Left lane) Untreated patients. Day 0 indicates only the first day the S-TK started to decrease.

®—®—®_ and 0—0—O0 are renal recipients, and —~O—0— is a bone-marrow transplant patient. {Right lane| Foscarnet

treated patient. Treatment started at day 0. —0—0 and —O~0 renal recipients. —®—® and —A—A bone-marrow
recipients. Numbers in the figure indicate t,, for S-TK calculated from the lines.

Figur 3. (Gammal TK-assay)

Kemoterapiinducerad tumdrcellsdéd

Cytostatika som dodar tumorceller 1 delning leder till forhdjda virden med en halveringstid
om cirka tvd dagar. For illustration av detta fenomen lutar vi oss aterigen mot studier utférda
med den gamla tymidinkinas metoden TK-REA. Se Fig. 4.
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Figur 4. Vinster: Intermittent behandling av leukemi med POCAL
(behandlingsperioder markerade med 1,2 och 3 i figurens 6verkant).

Mitten: s-TK utveckling 6ver en behandlingskur mot koloncancer.

(Hoger: For behandling av prostatacancer med estracyt samt behandling av
leukemi med interferon uppstar inga induktionstoppar.) (Gammal TK-assay.)

Kemoterapiinducerad interferens med de-novo synteskedjan

Langvariga transienta forhojningar av s-TK uppkommer vid behandling med ldkemedel som
interfererar med tymidylatsyntetas och folsyra och i sddana fall sker inte normalisering forrén
behandlingen avslutas. Detta géller substanser som 5-fluoro-uracil, metotrexat, pemetrexed
(Alimta).

Permanenta forhdjningar

Vitamin Bqs-brist

Kroniskt forhdjda viarden uppstér vid svar B12-brist (folat) som resulterar i megaloblastanemi.
Normalisering erhalles, med tvé dagars halveringstid av s-TK-aktivitet, efter injektion av
vitamin Bi,. Noteras kan att individer med glutenintolerans samt andra tarmsjukdomar som
resulterar i déaligt B, upptag kan ha stor varians i sitt s-TK betingad av hur dieten hélls.

Autoimmuna sjukdomar

Autoimmuna sjukdomar med f6rhdjd cellomséittning resulterar i permanent forhgjda s-TK-
nivaer, framfor allt rapporterad for reumatisk artrit med den gamla okénsliga TK maéttekniken.
Dessa data indikerar att DiviTum TK bor kunna anvéndas vid behandlingsuppfoljning sé
lange ej metotrexat eller 5-FU ingar.
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Cancer

Vid tumdérsjukdomar uppstar per definition patologiska nivder ndr miangden delande celler ér
sa stor att den resulterar 1 en signifikant hojning av s-TK-aktiviteten 6ver normalnivan.

I kontrast till saktvixande solida tumdrer foreligger t.ex. vid leukemi néstan alltid mycket
kraftigt forhojd s-TK-aktivitet 10 000- 100000 Du/L vid upptéckt av sjukdom.
Sammanfattningsvis konstaterar vi att saktvdxande solida tumérer bor kunna upptickas med
imaging redan vid forhallandevis lag s-TK 6kning uppmaétt med DiviTum TK, eftersom
normala s-TK nivder mycket vil kan foreligga vid nyupptéckt sjukdom. Daremot om s-TK
forhojningen dr moderat och beror pd tex NHL kan svérigheter foreligga att lokalisera hiarden.
Vid upptéckt av solida tumdrer pga symtom sa har dessa ofta metastaserat och ger darfor med
fa undantag, sékert forhdjda s-TK nivéer (>100 ->>100 Du/L) med DiviTum. Dérfor
rekommenderas DiviTum test vid primérutredning av sjukdom av okénd etiologi, savél som
vid kontroll av patienter efter genomgéngen botad cancer. Tex har konstaterats att s-TK
nivaen Okar till ca 200Du/L innan symptom pa aterfall foreligger hos kvinnor opererade for
ER positiv brostcancer som Tamoxifen behandlats. For kvinnor opererade for ER-negativa
tumor hittas enda upp till 2000 Du/L innan aterfallet manifesterar sig med kliniska symptom.
Dvs stigande DiviTum virden vid efterkontroll av botade” cancerpatienter indikerar att
patienten snarast skall kontrolleras for dterfall.

I terminala skeden av olika cancertyper illustreras dessa skillnader i omséttningshastighet av
tumorceller 1 forhallande till total tumorvolym av att patienter ofta dor av prostatacancer med
vérden vl under 10.000 Du/L medan patienter som dor av akut leukemi ofta har 100.000
Du/L eller mer. Serum-TK expression och dess anvindbarhet inom klinisk onkologi finns vl
beskriven med den tidigare okénsliga tekniken for i stort alla hematologiska maligniteter,
smacellig lungcancer, samt i1 begrinsade omfattning indikerad for en del solida tumorer
(vidare info frén Biovica se dven var hemsida, www.biovica.com).

Begransningar i DiviTum TKs anvandning

Av ovan foljer att vid autoimmuna sjukdomar samt under pagdende kemoterapi med
substanser som 5-fluoro-uracil, metotrexat, pemetrexed (Alimta) foreligger tolkningsproblem
avseende cancer aktivitet och DiviTum TK bor dérfor undvikas i dessa situationer. Dock vid
autoimmunsjukdom med s-TK forhojning, utan cancerfragestillning, bedoms testen kunna ge
information avseende effekt av terapiintervention.

Vid forhojt s-TK vérde skall transienta orsaker alltid uteslutas. Om megaloblastanemi pga
B12-brist misstinkts bor detta utredas, 1 6vrigt skall transient forhojda varden uteslutas genom
uppfoljningsprov for ny s-TK analys efter cirka 3-4 veckor.

Notera skall att prov for hédlsokontroll endast bor tas nér individen varit frisk de senaste 3-4
veckorna

Normalnivaer

Studie hos blodgivare — interpersonell varians

Eftersom blodgivare kan anses vara i dvrigt friska har Biovica genomfort en forsta studie pa
243 blodgivare jamt fordelade 6ver konen och dlders i intervallen mellan 19 och 80 ars élder.
Studien utfoérdes med avkodade prover varfor sekundirprov for uteslutande av transient
forhojning saknades dessutom kunde ej forekomsten av okind cancer vid
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provtagningstillfillet analyseras genom uppf6ljning (viktigt eftersom hilften av blodgivarna
var édldre dn 50 ar).

S-TK distributionen for hela kohorten dr visad 1 Figur 5 och Tabell 1, for rekommenderade
normalintervall i Figur 6, medan hela gruppen plus 40 érs alder (n=160) redovisas i Figur 7.
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Figur. 5 (DiviTum TK assay)

Fran Figur 5 och Tabell 1 framgér att ingen signifikant skillnad foreligger mellan mén och
kvinnor ej heller for dlder inom intervallen 18-80 ar. Konventionellt anvénds normalt 90%
percentil for definition av 6vre normalgrénsen hos friska avseende olika biomarkorer.
Eftersom halva kohorten av blodgivare var over femtio ar och statistiskt skall innehalla ett
antal individer som redan bér tumorer vilka dnnu ej givit symtom samt att transienta
forhdjningar av icke malign orsak ej kunnat uteslutas sé har vi med hianvisning till
forsiktighetsprincipen valt att anvinda 80% percentil som Gvre grins for normalitet. Detta 1
avvaktan pd att 6ppna studier blir klara med blodgivare. Figur 6 visar distributionen av TK
viarden 1 ” normal intervallen” upp till 50Du/L

Tabell 1. Serum-TK aktivitet i relation till alder.

Serum-TK méatt med DiviTum TK i férhallande till alder hos blodgivare

Medel Median
Alder (ar) Du/L Du/L
18-24 59,3 23,4
25-29 30,5 17,6
30-34 32,0 13,9

35-39 45,3 29,1
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40-44 33,7 16,8
45-49 29,8 15,3
50-54 38,3 14,1
55-59 95,5 18,3
60-64 17,9 11,8
65-69 23,9 19,3
70-74 55,3 35,5
75-80 21,8 21,6
Alla 40,3 17,5
alla>40 ar 42,1 16,8
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Figur 6. (DiviTum TK assay)
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Distribution of serum TK activity values found for
blood donors older than 40 yrs
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Figur 7. (DiviTum TK assay)

Som framgér fran Figur 5 foreldg i stort samma distribution av s-TK véarden for kvinnor som
mén. Forhojda s-TK nivé forelag bade hos unga och gamla. I Figur 7 redovisas s-TK
distribution for personer med alder fran 40-80 ar(n=160) som referens for PSA positiva och
hilsokontroll

Ur fordelning 6ver s-TK-aktivitet (Figurer. 5,6,7, Tabell 1) kan man se att ca 80% av alla
deltagare i blodgivarstudien hade [s-TK] < 50 Du/L, samt att ingen sdker skillnad i1 s-TK finns
1 dlders intervallen 18-80 ar oavsett kon. Betréffande vad som bor klassas som en brytpunkt
mellan normal och nigot forhojt dr det intressant att notera att det i denna analys finns inbakat
transienta forhdjningar (dven pga intrapersonell variation dver tiden) och okénd cancer
bortom Biovicas kontroll (sluten studie). Om man tagit uppfoljningsprov pa nivéer langt 6ver
medianvérdet for 40-80 aringarna (som i studien var 17 Du/L) hade man sett ett skift i
distributionen till vénster som skulle motivera anvindning av standard 90%-percentil. Fran
resultaten och variansen beskriven nedan samt utifrén forsiktighetsprincipen anvinder vi 80%
percentilen S0Du/L for definition av dvre normalgrins, dvs att virden under 50 kan betraktas
som helt normala, medan 50-70 utgdr en grdzon och vérden dédrutdver bor alltid utredas med
avseende pa transient eller kronisk forhojning. Noteras kan att normalgriansen i gammal TK
assay motsvarar 400-500 Du/L, dvs ca 10 ggr mindre tumdrcelldelning kan detekteras med
DiviTum TK.

Intrapersonell varians

Den intrapersonella variationen dr mindre &n den interpersonella. Biovica har inte genomfort
ndgra langtgdende studier pé detta, men Figur 8 visar ett typfall hos en frisk individ som f6ljts
med DiviTum TK under fem méanader. Medelvardet 6ver perioden dr 25 Du/L
standardavvikelsen mellan observationerna ir 11 Du/L. Annu ligre variation ir inte ovanlig.
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For att sdkerstdlla 6kningar 6ver tid och tydligare klarldgga intrapersonell variation har
Biovica for avsikt att tills vidare alltid analysera nidrmaste foregdende prov med det nya
provet insént for varje person.
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Figur 8. Intrapersonell variation &ver tiden. (DiviTum TK assay)

Provtagningsprotokoll

Baserat pa gjorda observationer har Biovica utarbetat ett provtagningsprotokoll som anger nér
och hur prover skall tas.

Hur skall prover tas?

Alla prover skall vara standard serumprover och skall frysas (-18 °C) sé fort som
mojligt efter att koaglet har avldgsnats.

Prover skall inte utsdttas for temperaturer 6ver +30°C i mer dn en timme for att
forhindra att enzymet inaktiveras.

200 mikroliter serum behdvs (>0,5 ml 6nskvért)

Prov skall vara tydligt médrkt med patientens data, samt &tf6ljas av vil ifylld remiss
som enklast laddas ned fran var hemsida www.biovica.com (Remissblock utsédnds
dven pa begiran info@biovica.com

For transport se baksida remissblankett

Nar skall prover tas?

Vid Hilsokontroll

Prover skall tas ndr patienten har varit utan infektion/kraftig allergireaktion eller andra
sjukdoms symptom de senaste tre veckorna.

Om patologiska virden erhélls (>70 Du/L) skall ett nytt prov tas inom tre till fem
veckor for att utesluta transient forhojda varden. (Kostnaden for utférandet av
uppfoljningsprovet kommer inte att debiteras av Biovica.)

Om vérde i grazon 50-70 Du/L rekommenderas kontrollprov efter 2-3 ménader

10
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e Om virde lagre dn 50 Du/L nytt prov vid nésta arskontroll

Vid symptom- och sjukdomsutredning tas prov i akut fas thop med dvriga prov for utredning

Vad sager resultaten?

Biovica foreslar initial anvindning av s-TK som beslutstdd vid upptéckt av patologiskt PSA
virde hos friska herrar utan miktionsproblem, samt som kompletterande test vid utredning av
kronisk trotthet och aptitforlust med viktminskning, samt for bruk i generell hdlsokontroll.
Dessutom rekommenderar vi alltid anvindning inom primérvarden vid sjukdomsutredning om
misstanke/mdjlighet for cancer foreligger. D& ithop med 6vriga kliniska parametrar som stod
for vidare remittering av patient.

| samband med PSA

1) Vid konstaterande av forhojd PSA 1 intervallen 3-20ng/L hos frisk herre utan
miktionsproblem, dvs asymptomtisk, motiverar s-TK vérden under 30 Du/L att man avvaktar
med nalbiopsi och tar nytt prov efter 9-12 manader. Om virde da fortfarande ar under 30
Du/L avvaktar man ytterligare 9-12 ménader osv.

Om vérde storre &n >30 Du/L < 50 Du/L nytt prov i friskt tillstdnd efter ca 3-4 manader, om
provet da hogre én tidigare sa rekommenderas nélbiopsi for faststdllande av diagnos.

Vid prostata utredning orsakad av miktionsproblem med eller utan PSA {6rhdjning
rekommenderas anvéndning av befintliga rutiner. Dock motiverar ett hogt s-TK fortur och
snabb utredning/undersokning. Vid Gleason score 5-7 och moderat PSA forh6jning (3-20),
samt s-TK <30 sa forfaller det ldmpligt att avvakta med ektomi tills stigande s-TK konstaters .
Lamplig serumprovtagnings intervall 6-8 ménader.

Vid konstaterade prostatacancer dr hog s-TK-aktivitet starkast som komplement for PSA-
varden mindre &n 20 ng/ml (dér PSA korrelerar daligt med tumorspridning). Sannolikheten
for fynd av metastaser dr extremt lag (<4%) vid normala s-TK virden under 30 Du/L, och
okar ju hogre s-TK (se tabell 2). Hér kan s-TK, utdver patient och ldkarnyttan, ge en kraftigt
resursstyrande effekt och kostnadsbesparing genom att patienter in undersoks i onddan med
kostsamma forfaranden.

Ovanstdende rekommendationer och slutsatser baserar sig pa nedanstaende resultat fran
pagaende studier av retrospektivt samlat serumaterial.

Tabell 2. S-TK distribution vid forhdjd PSA med eller utan prostatacancerdiagnos. (DiviTum

TK assay)

DiviTum number number % posin % of total n pos scint
Du/L pc-pos pc-neg interval ininterval of examined
<30 66 118 36 51 0/24
30-50 23 37 38 17 1*/10
50-80 14 20 41 9 0/9
80-125 14 18 44 9 0/9
>125 22 25 47 13 6/12
Total 139 218 358 100

* value 45 Du/L

11



BI®VICA

Metastasering av prostatacancer till skelett har enbart kunnat pdvisas for patienter med s-TK-
aktivitet Over 125 Du/L (se tabell 2). (En uteliggare fanns dér bescintigrafiundersokningen
indikerade metastasering vid 45 Du/L, men si ldga s-TK har vi inte sett vid nagra andra
metastaserade cancrar varfor vi ifrdgasétter om det verkligen var ett sant positivt fynd.)

Vid utredning av trétthet med aptitférlust och viktminskning.
S-TK vérden <50 Du/L talar starkt emot att symptomen &r orsakade av en véxande cancer.

Generell halsokontroll

Om permanent forhdjda varden erhalles, och tillstdnd beskrivna under avsnittet Orsaker till
patologiska TK-nivaer kan uteslutas, kan en tumdrdiagnos misstiinkas.

Kontaktinformation

Vid frigor pa detta material, kontakta i1 forsta hand Simon Gronowitz pé:
Biovica AB

Uppsala Science Park

Dag Hammarskjolds vig 32 B

751 83 Uppsala

Tel: 018-57 24 29

e-post: simon(@biovica.com

Mobil: 076-2418166

Ovrig info www.biovica.com
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