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SAMMANFATTNING

Chromogranin A (CgA) é&r ett protein som finns i chromaffinceller i binjuremargen och
sympatiska nervandar. CgA frisatts tillsammans med adrenalin och noradrenalin,
transmittorsubstans i sympatiska nervsystemet, genom exocytos, vid okad sympatikusaktivitet.
Det finns studier som tyder pa att en produktion av CgA kan ske aven i spottkortlarna.
CgA koncentrationen i blodet har hos manniska visat sig vara en kanslig biomarkor for att
forutsaga mortaliteten hos patienter med olika livshotande tillstand. CgA-nivaer i saliv har ocksa
visat sig vara en mojlig markor for psykologisk stress.

CgA har dven hos hundar pavisats i flera olika neuroendokrina vavnader och neuroendokrina
tumaorer. CgA koncentrationer & matbara i bade blod och saliv hos hund, men korrelationen
mellan CgA koncentrationer i blod och saliv har inte tidigare studerats. P4 humansidan finns det
bade studier som har pdvisat och studier som inte har pavisat nagon korrelation mellan
CoA koncentrationer i blod och saliv. Hypotesen som prévades i detta arbete var om det finns en
korrelation mellan CgA-nivaer i blod och saliv hos hund. Dessutom ville vi undersoka om
CgA-nivaerna varierar under dygnet hos friska hundar. Ytterligare ett syfte med denna studie var
att utprova en enkel icke invasiv metod for insamling av saliv och utvdrdera huruvida
salivinsamling innebdr ett mindre stressmoment for hunden jamfort med blodprovstagning. Om
metoden fungerar skulle djuragaren kunna ta prover fran sin hund i hemmamiljo.

Blodprov och salivinsamling skedde fran fem tredriga beagletikar utan kénda sjukdomar, fyra
ganger per dag under tio dagar. Provtagning skedde innan och efter utfodring samt innan och
efter promenad/studentévning . Innan varje provtagningstillfalle studerades hundarnas beteende
och noterades i ett deskriptivt beteendeprotokoll.

Den salivinsamlingsmetod som visade sig vara den basta var att placera en polyeterskumsvamp i
munnen, buckalt pa bagge sidor kaudalt om overkakens fjarde premolar. Hundarna verkade
uppleva salivinsamling som ett stérre obehag &n blodprovstagning och endast 95 av 200
salivprover gick att analysera pa grund av otillracklig salivmangd eller for hogt mukusinnehall.
Denna salivinsamlingsmetod &r darfor inte att rekommendera for vidare studier av CgA.

Ingen korrelation mellan nivderna av CgA i blod och saliv kunde pavisas (p = 0,075).
Medelvéardet = standardavvikelse for CgA koncentrationerna i blod respektive saliv var
0,93 + 0,20 respektive 0,84 £ 0,36 nmol/L. Inga signifikanta skillnader i
CgA-nivaer i plasma mellan de olika provtagningstillfallena (p > 0,69) kunde pavisas. Daremot
var CgA koncentrationerna i saliv signifikant hogre vid dagens forsta provtagningstillfélle, innan
utfodring, jamfort med Gvriga provtagningstillfallen (p < 0,008).



SUMMARY

Chromogranin A is a protein stored in the adrenal chromaffin cells and in the sympathetic nerve
endings. CgA is co-released with the sympatic neurotransmittors epinephrine and norepinephrine,
by exocytosis, in response to an increased activity of the sympathochromaffin system. There are
studies implying that a production of CgA also can occur in the salivary glands. Plasma
CoA concentrations have been shown to be a useful marker of prognosis in critically ill patients.
Salivary CgA concentrations have also been shown to be a possible index for evaluating
psychological stress.

CoA has also been identified in different neuroendocrine tissues and neuroendocrine tumors in
dogs. CgA concentrations in dogs can be measured in both blood and saliva. However, the
correlation between the concentration of CgA in blood and saliva has previously not been studied
in dogs. There are both studies that have shown a correlation between the CgA concentrations in
blood and saliva in humans and studies that have not been able to demonstrate a correlation. The
hypothesis that was tried in this study was that CgA concentrations in blood and saliva correlate
in dogs. Further, our aim was to study if CgA concentrations in blood and saliva vary during the
day in healthy dogs. A second aim of this study was to design a non invasive saliva sampling
method and evaluate if dogs experience saliva sampling as less stressful compared to blood
sampling. Saliva sampling could be a future method for sampling for CgA in a home
environment.

Blood and saliva were collected from five healthy three years old beagle dogs (all females), four
times a day for ten days. Sampling occurred before and after feeding and before and after
walking/participating in a student exercise. Each dog’s behavior was studied and recorded in a
behavior protocol before each sample collection.

The best saliva sampling method appeared to be a synthetic sponge, placed buccally and caudal
to the fourth premolar (P4) on both sides of the mouth. The dogs seemed to experience saliva
sampling as more unpleasant than blood sampling. Further, only 95 of 200 saliva samples could
be analyzed as a due to insufficient volume or too high mucus content. As a result of this, the
saliva sampling method is not recommended to be used for further studies of CgA in dogs.

No correlation was found between the CgA concentration in blood and saliva (p = 0,075). The
mean values + standard deviation were 0,93 + 0,20 nmol/L for CgA concentration in blood and
0,84 + 0,36 nmol/L for CgA concentration in saliva. No statistically significant differences could
be found in plasma CgA concentration between the different sample collections (p > 0,69). Saliva
CgA concentration in the morning, before feeding, was statistically significantly
higher (p < 0,008) compared to the other samples during the day.
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INLEDNING

Vi har idag mycket stora méjligheter att behandla olika livshotande tillstand hos hund och det
finns ett stort behov av att tidigt i ett behandlingsskede kunna beddéma prognosen for att undvika
onddigt lidande for patienten, i form av behandlingar som anda inte kommer att paverka hundens
livslangd. Idag forskas det mycket kring olika biomarkérer for att stalla diagnos och bedéma
prognos. Analys av chromogranin A (CgA) koncentrationer i blod har pa humansidan visat sig
vara anvandbar som en kanslig biomarkdr for att férutsaga mortaliteten hos patienter med olika
livshotande tillstand (Zhang et al., 2008), vid grava brannskador (Lindahl et al., 2012), allvarlig
sepsis (Resjg et al., 2012), kronisk hjartsvikt (Ceconi et al., 2002) och akuta
koronarkérlssyndrom (Jansson et al., 2009). CgA koncentrationer har ocksa visat sig vara en
maojlig markor for psykologisk stress (Nakane et al., 1998; Nakane et al., 2002; Miyakawa et al.,
2006; Takatsuji et al., 2008). Frisattning av CgA sker fran binjuremargen (O Connor &
Bernstein, 1984; Takiyyuddin et al., 1990), sympatiska nerver (O"Connor & Bernstein, 1984),
men aven fran andra organ sasom spottkortlarna (Kanno et al., 1999; Saruta et al., 2005; Dag
et al., 2010). Studier har visat att CgA frisatts vid 6kad sympatikusaktivitet (O"Connor &
Bernstein, 1984; Takiyyuddin et al., 1990; Cryer et al., 1991; Kanno et al., 1999).
CgA-koncentrationen i plasma kan dven reflektera sympatikus-binjureaktiviteten hos hundar
(Akiyoshi et al., 2005).

CgA koncentrationer ar matbara i bade blod (Akiyoshi et al., 2005) och saliv hos hund (Kanai
et al., 2008). Om det finns en korrelation mellan nivaer av CgA i blod och saliv har dock inte
tidigare undersokts hos hund. Det finns humanstudier som har pavisat en positiv korrelation
mellan nivaerna av CgA i blod och saliv (Dag et al., 2010), dessutom sag Reshma et al (2013)
inga signifikanta skillnader i CgA-nivaer mellan blod och saliv. Den et al (2007) sag daremot
ingen korrelation mellan nivaerna av CgA i blod och saliv.

Salivprovtagning utgor en icke invasiv matmetod som skulle kunna vara anvandbar i kliniken.
Salivinsamling, i jdmforelse med blodprovstagning, skulle kunna ha férdelarna att:

e vara enklare att utféra pa kliniken

e utforas av djurdgaren i hemmamiljo

e innebéra ett minskat lidande for djuret

e vara mindre kostsamt for djurdagaren

Till forfattarens kdnnedom finns idag ingen utvarderad metod for icke invasiv salivinsamling pa
hund. Forsta steget i denna studie blir darfor att utforma och utvardera en lamplig metod for
salivinsamling pa hund och som kan anvéndas fér analys av CgA. Metoden bor innebéra minimal
stress for djuret eftersom stress i sin tur kan paverka CgA-utsondringen. Minst 200 pml saliv
kravs for analysen. For detta andamal ska fyra olika metoder utvérderas (se nedan).



Hypotesen som ska provas i detta examensarbete ar att nivaerna av CgA i blod och saliv
korrelerar med varandra hos hund. Syftet med examensarbetet ar ocksa att se vilka CgA-nivaer
som kan forvantas hos hundar under normala levnadsvillkor. Denna studie ar vasentlig for att
ldgga grunden for framtida studier rorande anvandbarheten av CgA koncentrationer i saliv som
en prognostisk biomarkdr hos hund.



LITTERATURGENOMGANG
Allmant om chromogranin A

Det finns idag fa studier utférda om CgA pa djur. Om inte annat specificeras i texten nedan,
refereras det till en humanstudie.

CoA ér ett 16sligt, 66 kDa (humant) protein (Banks & Helle, 1965; O"Connor et al., 1984; Saruta
et al., 2005). CgA hos hundar vager 68 kDa och har en 83, 3 % 6verensstammelse i de forsta tolv
aminosyrasekvenserna med humant CgA (Akiyoshi et al., 2005). CgA finns i bade binjuremargen
(i chromaffinceller) och sympatiska nerver. Binjuremargen tycks innehalla mer CgA &n
sympatiska nerver och Takiyyuddin et al (1990) visade i sina in vitro-studier att binjuremargen
innehdll 97 ganger mer CgA &n sympatiska nerver. Giampaolo et al (2002) sag dock en
signifikant 6kning av CgA-nivaerna pa eftermiddagen dven hos manniskor dar bada binjurarna
var bortopererade, vilket tyder pa att binjurarna inte ar huvudkallan till produktionen av CgA.

Forhojda nivaer av CgA har ocksa setts vid neuroendokrina tumaérer (O Connor & Deftos, 1987;
Nobels et al., 1997; Campana et al., 2007; Paik et al., 2013).

Aven hundar har CgA i flera olika neuroendokrina vdvnader och neuroendokrina tumérer. CgA
kan ses i de vavnader som har en peptidhormon- eller katecholaminproduktion. Déremot skiljer
sig mangden intracellulart CgA mellan de olika vavnaderna. De tumorer som har det storsta
innehallet av CgA ar pheochromocytom och chemodectom (Doss et al., 1998).

Forhojda nivaer av CgA har setts vid sympatikusaktivering (O"Connor & Bernstein, 1984;
Takiyyuddin et al., 1990; Cryer et al., 1991; Kanno et al., 1999). Frisattningen av CgA é&r
beroende av kalcium och CgA frisatts tillsammans med katecholaminer (adrenalin och
noradrenalin) via exocytos (Smith & Kirshner, 1966; Takiyyuddin et al., 1990). CgA och
katecholaminer frisétts tillsammans vid stimulering av binjuren vid till exempel hypoglykemi
(orsakad av insulininjektion) (Takiyyuddin et al., 1990; Giampaolo et al., 2002), men inte vid
stimulering av glukagon eller svag aktivering av sympatikus (Giampaolo et al., 2002). Cryer et al
(1991) visade en signifikant korrelation mellan CgA koncentrationer och noradrenalin vid kraftig
sympatikusaktivering (hjartstillestand), men att CgA koncentrationer inte var en kanslig markor
for sympatikusstimulering under fysiologiska forhallanden, vilket dven Takiyyuddin et al (1990)
visade i sin studie. CgA-nivaer 6kar vid insulininducerad hypoglykemi &ven hos hundar och
nivaerna forblir forhojda under en langre tid jamfort med katecholaminer och kortisol.
Noradrenalinnivaerna var signifikant forhojda fran 30 till 40 minuter efter insulingiva, nivaerna
av adrenalin och kortisol fran 20 till 60 minuter, medan CgA-nivaerna var signifikant forhojda
fran 30 till 120 minuter efter insulingiva (Akiyoshi et al., 2005).



Noradrenalin och adrenalin, transmittorsubstanser i sympatiska nervsystemet, stiger vid stress
(Ehlert & Straub, 1998). CgA har en halveringstid pa 18,4 minuter (O"Connor & Bernstein,
1984), medan noradrenalin har en halveringstid pa 2+0,4 minuter (Esler et al., 1981). Da CgA
forblir intakt under en langre tid i cirkulationen jamfort med adrenalin och noradrenalin, kan
CgA-nivaer darfor vara en battre indikator for akut stress (Takiyyuddin et al., 1990; Kanno et al.,
1999; Akiyoshi et al., 2005). Humana studier har ocksa visat att kroppspositionen paverkar
nivaerna av katecholaminer. Nivaerna av katecholaminer steg efter att personerna befunnit sig i
staende position, medan nivaerna av CgA forblev of6randrade (Takiyyuddin et al., 1990;
Giampaolo et al., 2002). CgA ar ocksa mycket stabil och varken inkubering i 25°C eller
preinkubering i 37°C i tva timmar paverkar nivaerna av CgA jamfort med inkubering i 4°C
(O’Connor & Frigon, 1984). Det tar langre tid for CgA-nivaer att stiga an for adrenalin. Vid
insulininducerad hypoglykemi nadde adrenalin sin hogsta niva efter 30-60 minuter, medan CgA
nadde sin hogsta niva forst vid 90-120 minuter (Takiyyuddin et al., 1990; Giampaolo et al.,
2002).

Produktion av CgA sker &ven i submandibularspottkdrtlarna hos manniska (Kanno et al., 1999;
Saruta et al., 2005). CgA har framférallt pavisats i de serdsa och duktala cellerna och inte i de
mukdsa och uttryck av CgA-genen skedde i de serdsa cellerna. CgA i saliven produceras troligen
i submandibularspottkortlarna, och inte i binjuremargen, dd CgA har pavisats i salivmatrix i
lumen pa de duktala cellerna (Saruta et al., 2005). Aven Dag et al (2010) pavisade en produktion
av CgA i spottkortlarna. Kanno et al (1999) visade i sin studie en 6kad produktion i saliven vid
stimulering av acetylcholin och/eller noradrenalin.

Ingen signifikant skillnad i CgA-nivaer i blod har observerats mellan man och kvinnor (Hsiao
et al., 1990; Campana et al., 2007; Jansson et al., 2008). Likasa har ingen skillnad i CgA-nivaer
setts mellan tikar och hanhundar, varken i plasma eller i saliv (Akiyoshi et al., 2005; Kanai et al.,
2008). Jansson et al (2009) visade i sin studie hogre nivaer av CgA hos aldre personer jamfort
med yngre, medan andra studier inte har visat nagot signifikant samband mellan CgA-nivaer och
alder (Hsiao et al., 1990; Campana et al., 2007).

Analysmetoder for chromogranin A

Det finns idag flera olika kommersiella analysmetoder pa humansidan for CgA koncentrationer.
Stridsberg et al (2003) jamforde tre metoder som da fanns p& marknaden; CGA-RIA CT*, DAKO
Chromogranin A ELISA kit* och CgA EuroDiagnostica®. Dessa tre har olika uppbyggnad, dar
CGA-RIA CT anvander sig av monoklonala antikroppar, medan de andra tva anvander sig av
polyklonala antikroppar. Olika standardisering anvands i de olika metoderna. | studien ingick
77 patienter varav 46 var diagnostiserade med en neuroendokrin tumor. Studien visade att

1 CIS Bio International S.A, Route Nationale 306 BP 32 Cedex, Gif-sur-yvette, 91192 Frankrike
2 DAKO A/S, Produktionsvej 42 DK-2600 Glostrup, Danmark
® EuroDiagnostica AB, Lundavagen 151, 21224 Malmo
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specificiteten och sensitiviteten varierade mellan dessa tre analysmetoder dar CGA-RIA hade den
hogsta specificiteten (96 %) och CgA EuroDiagnostica hade den hogsta sensitiviteten (93 %).

| en nyligen utford studie undersoktes vilka metoder som kan anvéndas for analys av
CgA Kkoncentrationer hos hund och katt. De metoder som studerades var fem olika
regionspecifika kompetativa analysmetoder, dar olika sektioner av CgA-moleylen analyseras, en
metod som mater secretoneurin (SN), en del av CgA-molekylen, samt CgA EuroDiagnostica®,
som analyserar hela CgA-molekylen. For bade hund och katt stamde aminosyrasekvensen hos
CgA17-38 (vasostatin) till 100 % Overens med manniska, vilket ocksd gallde for SN. Aven
CgA361-372 (catestatin) hade en hdg 6verensstimmelse mellan manniska, hund och Katt.
CgA EuroDiagnostica kunde inte anvandas for att mata CgA koncentrationer hos hundar och
katter (Stridsberg, M., M.D., Ph. D klinisk kemi, pers.medd., 2013).

Variation under dygnet

Studier pa humansidan tyder pa att det finns en fysiologisk variation av CgA-nivaer i saliv under
dygnet. | en studie samlades blod- och salivprover fran 40 manliga studenter Gver dygnet
(provtagning skedde kl 7:00-22:30). De hogsta nivaerna av CgA i saliv sags sent pa kvéllen
(kl 22:30) och pa morgonen direkt nar personerna hade vaknat (kI 7.00) och sjonk redan en
timme senare. Nivaerna forblev laga hela dagen for att sedan stiga igen vid sista provtagningen.
Ingen signifikant skillnad i plasmanivaer av CgA under dygnet kunde dock pavisas (Den et al.,
2006). Daremot sag Giampaolo et al (2002) en cirkadisk rytm hos CgA-nivaer i blod, med de
hogsta nivaerna av CgA pa kvallen (kI 23:00) och de lagsta pa morgonen (kl 8:00). Provtagning
skedde mellan kI 8:00 och 23:00. Takiyyuddin et al (1991) visade i sin studie en variation i
CgA-nivaer i plasma under en attatimmars period (kl 9:00-17:00), dar blodprov togs var tionde
minut. Daremot visade studien inga skillnader i CgA-nivaer nér blodprov togs var tredje timme
under ett dygn. Inte heller ndgon signifikant variation av nivaerna av CgA i plasma sags mellan
dagarna.

Nivaerna av CgA i blod respektive saliv har dven studerats pa hundar. | en studie studerades tio
friska beaglar (fem hanhundar och fem tikar) fran vilka blodprov togs var sjatte timme under
totalt 24 timmar. Ingen signifikant skillnad i CgA-nivaer i blod sdgs i denna studie (Akiyoshi
et al., 2005). | en studie av Kanai et al (2008) samlades saliv fran 16 beaglar med fyra timmars
mellanrum under hela dygnet i totalt tre dygn. Denna studie kunde inte pavisa nagra signifikanta
skillnader i CgA-nivaer i saliv under dygnet.

Chromogranin A och fysisk traning

Studier har visat motsagelsefulla resultat nar det galler hur kort- respektive langvarig traning
inverkar pa nivaerna av CgA. Rgsjg et al (2013) sag inga signifikanta skillnader i CgA-nivaer i

* Euro Diagnostica AB, Lundavégen 151, 21224 Malmo



plasma efter utford kort, intensiv traning. Den langa, intensiva traningen pagick under sju dagar
och plasmanivaerna av CgA oOkade gradvis och var signifikant forhdjda dag sju. Inte heller
Nakane et al (1998) sag nagon skillnad i CgA-nivaer, varken i plasma eller i saliv, efter avslutad
kortvarig, hogintensiv cykeltraning. En annan studie visade pa motsatta resultat. Kortvarig,
hogintensiv dynamisk traning resulterade i en liten, men signifikant, 6kning av CgA-nivaer i
plasma, medan forlangd, lagintensiv dynamisk traning inte resulterade i nagon Okning av
CgA-nivaer (Takiyyuddin et al., 1990).

| en studie hade normalviktiga l6pare, efter att ha genomfért ett maratonlopp, férhdjda
serumnivaer av CgA och dessa forblev forhojda dven 24 timmar senare. Daremot sags ingen
signifikant skillnad i nivaerna av CgA fore och efter loppet hos de Overviktiga I6parna. En
signifikant korrelation kunde pavisas mellan nivaerna av CgA och loparnas sluttid, dar de med
kortast I0ptid hade de hogsta nivaerna av CgA. Samtliga hade genomgatt ett tio veckor langt
traningsprogram innan loppet. Studien visade ingen association mellan CgA-nivaer och
hjartpaverkan, okningen av CgA koncentrationerna berodde sannolikt pa den generella
katecholamin-inducerade stress som ett maratonlopp innebér (Nickel et al., 2012).

En studie undersokte vilken paverkan en skogspromenad har pd CgA-nivaer i saliv.
CgA-nivaerna var signifikant forhdjda direkt efter promenaden jamfért med innan. Studien
visade en signifikant positiv korrelation mellan nivaerna av CgA och att kédnna sig upplyft.
Hjartfrekvensen och trotthetskanslan okade efter promenaden, vilket tyder pa att promenaden var
en fysisk stressfaktor, men det fanns ingen korrelation mellan CgA-nivaer och hjartfrekvens eller
kanslan av trotthet. D& kontrollgruppen i studien bestod av samma personer som istéllet
spenderade hela dagen pa sitt kontor gar det inte att uttala sig om huruvida 6kningarna av
CgA-nivaer berodde pa att det var just en skogspromenad eller endast pa grund av att det var en
fysisk aktivitet (Toda et al., 2013).

Korrelation chromogranin A i blod och saliv

Pa humansidan sag Dag et al (2010) en positiv korrelation mellan nivaerna av CgA i blod och
saliv och Reshma et al (2013) sag inga signifikanta skillnader mellan nivaerna av CgA i blod och
saliv. Den et al (2007) sag daremot ingen korrelation mellan nivaerna av CgA i blod och saliv.

Anvandbarheten for chromogranin A som en prognostisk markor
Chromogranin A hos svart sjuka patienter

CgA koncentrationer har visat sig vara en bra prognostisk biomarkor for prognos hos allvarligt
sjuka patienter. | en studie pa Uppsala Universitetssjukhus deltog 51 patienter med minst
tioprocentiga brannskador. Nivaerna av CgA i plasma skiljde sig mellan patienterna: tva
tredjedelar av patienterna hade en mycket liten variation i CgA-nivaer, medan en tredjedel hade
en storre variation. De patienter som uppvisade storst variation hade ocksa de hogsta
CgA-nivaerna. De patienterna var aldre, hade mer utbredda brannskador och utsattes for fler
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operationer under de forsta sju dagarna. Denna tredjedel hade ocksa en samre organfunktion vid
dag sju. Ingen korrelation mellan storleken pa brannskadorna och CgA-nivaerna kunde pavisas,
daremot fanns det en korrelation mellan CgA-nivaer och brannskadans utbredning pa djupet: ju
djupare brannskada, desto hogre nivaer av CgA. Enstaka héga CgA-varden i plasma visade sig
vara bra prediktorer for organdysfunktion en vecka efter att brannskadan uppstod.
CgA koncentrationerna i plasma var en battre prediktor for organdysfunktion &n brannskadans
totala procentutbredning (Lindahl et al., 2013).

| en annan studie ingick 232 personer som utvecklat allvarlig sepsis och blodprover togs vid
studiens start och efter 72 timmar (n=199). CgA-nivaerna var férhojda hos de flesta av
patienterna vid studiens start. Patienterna med de hogsta nivaerna av CgA vid studiens start samt
72 timmar senare hade samre prognos och hégre mortalitet. Risken att do pa sjukhuset 6kade i
proportion till nivaerna av CgA vid studiens start. De 135 personer som drabbades av septisk
chock hade hogre nivaer av CgA vid studiens start. Daremot sags ingen skillnad i 6kning av
CgA-nivaer fran studiens start till 72 timmar senare mellan dem som Gverlevde och dem som
avled (Resjg et al., 2012).

Ytterligare en studie visade att CgA koncentrationer var en bra markor for tidig prognos hos
allvarligt sjuka patienter. I den studien ingick 120 patienter med allvarliga sjukdomstillstand och
blodprover togs vid ankomst till sjukhuset. Okade CgA koncentrationer var signifikant
associerade med mortaliteten efter tre manader och omvént relaterad till 6verlevnadstiden for
patienterna (Zhang et al., 2008).

Chromogranin A och hjart-karlsjukdom

En studie visade att plasma CgA-nivaer som tas inom ett dygn efter sjukhusankomst pa grund av
akut koronarkarlssyndrom &r en oberoende prediktor fér mortalitet. Patienter som hade hoga
nivaer av bade CgA och pro-B-type natriuretic peptide (pro-BNP) associerades med sdmre
prognos. | uppféljningen, efter korrigering for konventionella riskfaktorer, sags en association
mellan hoga nivaer av CgA och sjukhusvistelse pa grund av hjartsvikt. | den grupp dar aven
vanstra kammarens slagvolym hade maétts, och korrigering for detta hade gjorts, fanns inte langre
nagon association mellan CgA-nivaer och hjartsvikt. Detta kan bero pa att denna grupp inneholl
fa individer, vilket gav den gruppen lag statistisk styrka, alternativt att systolisk dysfunktion ar en
mycket stark prediktor for hjartsvikt. | studien ingick totalt 1268 personer med akut
koronarkarlssyndrom (Jansson et al., 2009).

Aven Ceconi et al (2002) visade en association mellan nivderna av CgA och mortalitet.
Sannolikheten att en patient skulle Gverleva minskade med okande CgA-nivaer. | den har
modellen var CgA-nivaer den kénsligaste prediktorn for mortalitet. CgA-nivaer var ocksa
relaterade till allvarlighetsgraden, dar New York Heart Association-klass IV (NYHA-klass 1V)
hade de hogsta nivaerna av CgA. Nivaerna kunde vara lika hoga som tidigare studier visat hos



patienter med pheochromocytom och andra neuroendokrina tumdérer. NYHA-klass | hade de
signifikant lagsta nivaerna av CgA. | den har studien deltog endast ett fatal symptomldsa
individer, vilket gor att CgAs betydelse som prognostisk faktor hos asymptomatiska individer
behover utredas vidare. Totalt deltog 263 personer, varav 160 med kronisk hjartsvikt.

Chromogranin A och neuroendokrin neoplasi

En studie visade att individer med neuroendokrina tumorer eller kronisk atrofisk gastrit hade
signifikant forhéjda nivaer av CgA i plasma. Daremot visade studien ingen skillnad i CgA-nivaer
mellan personer med en neuroendokrin tumdér och dem med kronisk atrofisk gastrit. Vid
exkludering av de personer med neuroendokrin tumdér, som vid provtagningstillfallet var
sjukdomsfria, sags daremot signifikant hogre nivder av CgA hos personerna med en
neuroendokrin tumor jamfort med personerna med kronisk atrofisk gastrit. Av personer med en
neuroendokrin tumor hade de med metastasering hogre nivaer av CgA jamfort med dem utan
metastaser (Campana et al., 2007). Aven personer med neuroendokrina tumérer i pankreas
(PNEN) hade signifikant hogre nivaer av CgA om metastasering skett (Paik et al., 2013).

Signifikanta skillnader i CgA koncentrationer har visats beroende pa tumorens placering.
Tumorer placerade i lungorna ledde till de lagsta uppmatta nivaerna av CgA i blod, medan
patienter med Zollinger-Ellison syndrome (ZES) uppvisade de hdgsta vardena. Ingen signifikant
skillnad i CgA koncentrationer sdgs mellan tumorer placerade i pankreas, magsack och tunntarm.
| den har studien anvandes Chromogranin A ELISA kit® och enligt studien bor ett cutoff-varde pa
84-87 U/L (95 % specificitet, 55 % sensitivitet) anvandas for att urskilja patienter med
neuroendokrin tumor fran friska personer och personer med kronisk atrofisk gastrit (Campana
et al., 2007). | en annan studie hade samtliga elva personer med pheochromocytom férhojda
nivaer av CgA (O"Connor & Bernstein, 1984).

En studie visade att specifika sekretionsprodukter har hogre specificitet &n CgA koncentrationer
nar det galler att differentiera mellan olika neuroendokrina tumdérer. Daremot ar
CgA koncentrationer en bra markor for de neuroendokrina tumorer som inte har nagon
hormonproduktion eller dar de nuvarande analysmetoderna har begransningar, till exempel
pheochromocytom (férhdjda nivaer av CgA i 89 % av fallen) och karcinoida tumorer (forhojda
CgA-nivaer i 80 % av fallen). I studien sags ocksa ett starkt positivt signifikant samband mellan
tumdérmassan och CgA-nivéer (Nobels et al., 1997). Aven O"Connor & Deftos (1987) ség higa
nivaer av CgA vid karcinoida tumérer och en signifikant korrelation mellan CgA koncentrationer
och tumarstorleken vid pheochromocytom.

En annan studie tittade pa det diagnostiska vardet av CgA-nivaer for att differentiera en
neuroendokrin tumor i pankreas (PNEN) fran andra tumorer i pankreas. Studien visade ingen
signifikant skillnad i CgA-nivaer mellan dessa tva grupper. (Paik et al., 2013).

® DAKO A/S, Produktionsvej 42 DK-2600 Glostrup, Danmark
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Chromogranin A och parodontit

| en fallkontrollstudie deltog 30 friska personer och 30 patienter med kronisk parodontit. En
signifikant skillnad i nivaerna av CgA i bade blod och saliv sags mellan fall- och kontrollgruppen
dar fallgruppen hade hogre nivaer av CgA. Ett signifikant samband mellan parodontit och
individens psykosociala stressniva pavisades, dér fallgruppen hade hogre podng pa "Holmes and
Rahe stress scale” jimfort med kontrollgruppen (Reshma et al., 2013). Hironaka et al (2008) sag
en signifikant korrelation mellan allvarligt utbredd parodontit och férhojda nivaer av CgA i saliv.

Chromogranin A och psykologisk stress

Studier har visat att CgA koncentrationer kan vara en indikator for psykologisk stress. Muntlig
examination, bilkérning pa motorvagen, ordbehandlingsprov samt skriftlig examination har visats
oka nivaerna av CgA i saliv (Nakane et al., 1998; Nakane et al., 2002; Takatsuji et al., 2008). Det
tog langre tid for kortisolnivaerna att éka an for CgA-nivaerna. CgA-nivaerna var forhojda strax
innan presentationen respektive i mitten av bilkdrningen, medan kortisolnivaerna var forhojda
forst efter avslutad aktivitet (Nakane et al., 1998). Kortisolnivaerna i en annan av studierna
forblev oférandrade (Nakane et al., 2002). | en studie dar 20 man utsattes for ljud med 90 dB
under 15 minuter sags en signifikant 6kning av nivaerna av CgA i saliv under dessa 15 minuter
for att sedan sjunka igen. Det var stora individuella skillnader i nivaerna av CgA, vilket kan bero
pa deltagarnas olika kanslighet for ljud (Miyakawa et al., 2006). Daremot sag Ng et al (2003)
ingen skillnad i nivaerna av CgA fore och efter en skriftlig examination.

En studie har visat att basnivaerna av CgA inte alltid speglar nivaerna av kronisk stress och att
mer generella forandringar av livsstil (till exempel férdndring av matvanor och livsrytm) krévs
for att nivaerna av CgA i saliv ska paverkas. Inget samband kunde ses mellan en enskild
livsstilsfaktor och CgA-nivaer, daremot hade de aldre personerna (40-59 ar), som hade en battre
livsstil vid tiden for studien jamfort med éret innan, signifikant lagre nivaer av CgA, jamfort med
de personer som hade samma eller en samre livsstil (Toda et al., 2005).

Andra orsaker till férhojda nivaer av chromogranin A

En signifikant korrelation har pavisats mellan estimated glomerular filtration rate (eGFR) och
plasma CgA-nivaer, vilket indikerar att njurfunktionen har en inverkan pa CgA-nivaerna (Jansson
et al., 2009). Studier har ocksa visat att CgA-nivaer i plasma ar negativt korrelerade med GFR.
CgA-nivaerna 6kade allteftersom njurfunktionen minskade och 6kningen var exponentiell (Hsiao
et al., 1990; Chen et al., 2009). En positiv korrelation har observerats mellan CgA-nivaer och
kreatinin (Hsiao et al., 1990; Nobels et al., 1997; Zhang et al., 2008). Hsiao et al (1990) visade
ocksa i sin studie att etiologin bakom njursjukdomen inte paverkade CgA-nivaerna.

Behandling med protonpumpshammare har resulterat i forhojda nivaer av CgA (Waldum et al.,
1996; Sanduleanu et al., 2001). Sanduleanu et al (2001) visade ocksa i sin studie att ju langre
behandlingstid, desto hdgre nivaer av CgA.



Aven kronisk atrofisk gastrit har resulterat i forhéjda nivaer av CgA, dock inte lika hoga som hos
de individer som uppvisar symptom till f6ljd av en neuroendokrin tumér. Av individerna med
kronisk atrofisk gastrit hade de med hyperplasi signifikant hogre nivaer av CgA jamfort med dem
utan hyperplasi (Campana et al., 2007).

Salivsammansattning

Salivutsondringen styrs av det autonoma nervsystemet. Salivens basflode stimuleras av det
parasympatiska nervsystemet, medan det sympatiska nervsystemet kan 6ka salivflédet genom att
inducera kontraktion av myoepiteliala celler (Wiggs & Lobprise, 1997).

De fyra spottkortlarna som har storst betydelse nar det galler salivproduktionen hos hund &r
mandibular-, sublingual-, parotis- och zygomatikusspottkorteln. Mandibularspottkorteln har sin
utférsgang under tungan och sublingualspottkorteln har sin utforsgang strax dorsalt om
mandibularspottkorteln. Parotisspottkorteln har daremot sin utforsgang vid den fjarde ovre
premolaren, medan zygomatikusspottkorteln har sin storsta utforsgang kaudalt om den sista Gvre
molaren (Wiggs & Lobprise, 1997). Till forfattarens kannedom finns det inte manga beskrivande
studier om spottkortlarnas olika sekretion hos hund, men mandibularspottkortlen har en
seromukds produktion, medan parotisspottkortlen har en serés produktion. Utover dessa fyra
finns det aven flera sma spottkortlar beldgna pa olika platser i submukosan (Wiggs & Lobprise,
1997).

Manniskor saknar zygomatikusspottkorteln. De spottkortlar som star for den storsta
salivproduktionen &r sublingual- och submandibularspottkdrtlarna med en seromukds sekretion
och parotisspottkdrtlarna med en serds sekretion. Manniskor har ockséa flera sma spottkortlar i
munhalans submukosa och dessa har en mukds sekretion (Marino & Gorelick, 2005).

Salivsammansattningen hos hund ar till forfattarens k&nnedom lite studerad. Lavy et al (2012)
studerade salivsammansattningen hos taxar, jack russel och labrador retriever. Samtliga raser
hade ett pH-varde pa 8,53+0,34 (jamfért med manniskor som har ett pH pa 6,5-7,5). Saliven hos
labrador retriever inneholl 40 % mer kalcium och 150 % mer fosfor jamfort med de andra tva
raserna. Daremot var buffertkapaciteten likvéardig mellan de tre raserna och signifikant hdgre an
hos méanniskor. Salivens innehall av bade kalcium, natrium och kalium var hogre hos dessa tre
raser, medan fosforinnehallet var signifikant lagre, jamfort med dem hos manniskor.

MATERIAL OCH METODER
Studien godkandes av Uppsala Djurforsoksetiska namnd (nr C130772/13).
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Utformning av salivinsamlingsmetod

| samtliga material forankrades en bit tandtrad som i sin tur forankrades till en peang for att
forhindra hunden fran att kunna svélja provmaterialet. Provmaterialet placerades buckalt pa
bégge sidor kaudalt om Overkékens fjarde premolar (P4) i munnen. Placeringen var densamma
for alla metoder. For information om volymen saliv de olika materialen genererade — se under
avsnittet “Resultat”.

Salimetrics oral swab® (SOS)®

En 10 x 30 mm cylindrisk svabb som bestar av inert polymer, se figur 1.

Hunden som anvéndes i detta forsok var en jack russeltik. Hund och provtagare var vélbekanta
med varandra och forsoket utfordes i hemmiljo. Forsok gjordes med tva svabbar dar den ena
placerades i munnen i 60 sekunder och den andra i 90 sekunder. Varje svabb placerades i var sitt
15 ml plastror.” Plastroren centrifugerades i 3300 rpm i 15 minuter pd Klinisk Kemiska
Laboratoriet, Universitetsdjursjukhuset, Sveriges Lantbruksuniversitet (SLU), Uppsala.

Figur 1. Salimetrics oral swab®, material som testades vid utformning av salivinsamlingsmetod.

Salimetrics oral swab® utan hélje

Utanpa Salimetrics oral swab® finns ett holje av okant, glatt material och for studier utan hélje
togs cirka 75 % av detta bort. Forsoket utférdes med samma hund och i samma miljé som
tidigare. Den har gangen placerades svabbarna 90 respektive 120 sekunder i munnen. Samma
centrifugeringsinstallningar som tidigare anvandes.

Bomullssvabb

Cirka 40 x 10 mm cylinderformad, bestar till 100 % av bomull, se figur 2.

® Salimetrics, 101 Innovation Boulevard Suite 302, State college, PA 16803 USA
" Sarstedt AB, Bergaliden 11, 252 23 Helsingborg
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Forsoket utférdes med samma hund och i samma miljé som tidigare. Svabbarna placerades 90
respektive 120 sekunder i munnen och centrifugerades som ovan.

Figur 2. Bomullssvabb, material som testades vid utformning av salivinsamlingsmetod.

Tvattork gasvav®

Cirka 50 mm i diameter, rund till formen, bestar till 100 % av bomull med en vikt p& 23g/m?, se
figur 3.

Pa grund av sin storlek placerades denna istallet i munnen pa en irlandsk settertik, hund och
provtagare var valbekanta med varandra och forsoket skedde i hemmiljo. Den ena tvéttorken
placerades i munnen i 90 sekunder och den andra i 120 sekunder. Centrifugering skedde enligt
tidigare beskrivning.

Figur 3. Tvattork, material som testades vid utformning av salivinsamlingsmetod.

Badsvamp®

En polyeterskum (polyeterpolyol) svamp med en densitet pd 25 kg/m?, se figur 4.

8 Sterisets International BV, Ketelmeer 3, 5347 JX Oss, Nederlanderna
° Abena AB, Tolvmannavagen 1590 38 Kisa
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Denna klipptes ner till dnskad storlek, cirka 30 x 20 x 10 mm. | detta forsok anvandes en
beaglehanhund, hund och provtagare var inte vélbekanta med varandra och forsoket utfordes i
kontorsmiljd. Polyeterskumsvampen placerades i munnen cirka tio sekunder och centrifugerades
sedan i 3000 rpm i 15 minuter.

Da polyeterskumsvampen genererade storst volym saliv efter centrifugering blev det den som
anvéndes under resterande del av studien.

Figur 4. Tillklippt polyeterskumsvamp med fastsydd tandtrad, material som testades vid utformning av
salivinsamlingsmetod.

Utvardering av chromogranin A-nivaer i blod och saliv

I studien ingick fem tredriga beagletikar (i viktspannet 11,5-15,7 kg) utan kanda sjukdomar.
Samtliga ar destinationsuppfodda forsoksdjur pa kliniska vetenskaper pa SLU. De lever i grupp
och fyra (hund 1, 2, 3 och 4) av dessa fem bor tillsammans. Provtagning utfordes fyra ganger per
dag i tio dagar. Studien pagick den 16-20 och 23-27 september 2013. Under studien utforde
samma personer, person A (PA) och person B (PB), samma uppgifter vid varje
provtagningstillfalle. Undantag fran detta var dag 3, provtagningstillfalle 2, dar PB ersattes av
person C (PC), samt dag 4, provtagningstillfallena 3 och 4, dar PB ersattes av person D (PD).

Hundarna ingick dven i tre studentdvningar, se tabell 1.
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Tabell 1. De studentévningar varje hund deltog i

Hund Studentdvning
Provtagning, Reproduktion, Klinisk undersékning
lakemedelstillforsel digestion
1 Dag 1 Dag 5 -
2 Dag 1 Dag 5 -
3 Dag 1 Dag 5 -
4 Dag 1 - Dag 10
5 - Dag 3 -

1 ’Undersokning av reproduktions- och digestionsorgan” ingick bland annat vaginoskopering och
bukpalpation och i ”Provtagning och likemedelstillforsel” ingick bland annat blodprovstagning och
forsok att lagga permanentkanyl. Dagen ar den dag i ordningen fran studiens start (dag 1) da respektive
hund medverkade i en studentévning. Ett streck i kolumnen innebdar att hunden aldrig deltog i den
ovningen.

Utformning av provtagning

Blod togs fran vena cephalica och vid blodprovstagningen anvandes butterflyndl med
vakutainerhylsa'® och Vacuette® 2 ml Liteum-Heparinrér'. Vid salivinsamlingen placerades en
tillklippt polyeterskumsvamp i vardera kinden enligt tidigare beskrivning under 30 sekunder.
Bada svamparna placerades sedan i samma 15 ml plastror infor centrifugering.

Hundarna provtogs i samma ordning vid varje provtagningstillfalle, undantaget vid
studentdvningen dag 1, dar proverna kom in allteftersom studenterna lyckades att ta blodprov
eller lagga permanentkanyl, samt dag 5 dar hund 4 och 5 provtogs forst (da de andra hundarna
var pa studentévning). Tiden pa dygnet nar de olika aktiviteterna och provtagningarna skedde
redovisas i tabell 2.

12 Becton Dickinson AB Box 47204, 100 74 Stockholm
' Greiner Bio-One GmbH, Maybachstrasse 2, 72636 Frickenhausen, Tyskland
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Tabell 2. Hundarnas olika aktiviteter under dagen

Aktivitet Klockslag
Forsta provtagning 6:30
Utfodring 8:00
Andra provtagning 8:15
Tredje provtagning 12:30
Skogspromenad 13:50-14:20
Studentdévning 13:30- ca 15:00
Fjarde provtagning 14:30-ca 15:30

Tiderna ovan &r ungefarliga da det kunde variera lite mellan dagarna. Varje dag deltog varje hund i
antingen en studentovning eller fick ga en promenad. Undantag fran detta var dag 1 dar hund 5 varken
fick en skogspromenad eller deltog i ndgon studentévning. Vid varje promenad anvandes samma
promenadslinga och bade person A och person B medverkade.

Efter observation av hundens beteende enligt ett beteendeprotokoll (se beskrivning for detta
nedan) genomfordes forst salivinsamlingen (PB tog provet, PA holl i hunden) och sedan
blodprovet (PA tog provet, PB holl i hunden), undantaget dag 1, provtagningstillfalle 4, hund 1,
2, 3 och 4, dar blodprovet togs av studenter fore salivinsamlingen.

Blod och salivproverna forvarades i kylskap fram till centrifugering (blodprover i 3300 rpm i fem
minuter och salivprover i 3000 rpm i 15 minuter). Centrifugering av proverna fran
provtagningstillfalle 1 och 2 skedde pa formiddagen och proverna fran provtagningstillfalle 3 och
4 centrifugerades pa eftermiddagen. Efter centrifugering forflyttades polyeterskumsvamparna
bort fran plastréren och plastréren med salivinnehall placerades aterigen i kylskap. Plasman
pipetterades Gver till 3 ml plastror med kork och dessa placerades aterigen i kylskap. Efter att alla
prover fran dagen centrifugerats, placerades samtliga prover i —20°C. Samtliga ror forvarades
staende. Foljande dag packades de frysta proverna om och grupperades per dag och hund. De
forvarades sedan i frysen fram till att analyserna utfordes.

Dag 1 kunde ingen centrifugering ske pa Klinisk Kemiska Laboratoriet, en annan centrifug
anvandes istéllet. Salivproverna fran dag 5 placerades i —20°C forst foljande dag.

Utformande av beteendeprotokoll

| samband med provtagningarna dokumenterades hundarnas beteenden vid tre tillféllen: i
samband med h&mtning av hunden, under en kort promenad och under 15 sekunder efter att
hunden placerats pa undersékningsbordet. Ett beteendeprotokoll utformades for detta, se bilaga 1
(Keeling, L., professor i etologi och djurskydd pa SLU, pers.medd., 2013-09-13).
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Innan provtagningen hamtade PA hunden vid buren. Hunden fick sedan ga en kort promenad i
koppel med PA. Vid provtagningarna fére och efter utfodring samt efter promenad eller
studentovning genomfordes den korta promenaden i hundarnas korridor inomhus. Vid
provtagningen Kkl 12.30 (innan promenad eller studentdvning) genomférdes den korta
promenaden utomhus, fran deras hundrastgard fram till ytterdorren till den byggnad dar
undersokningsrummet finns. V&l inne i provtagningsrummet lyfte PA upp hunden pa
undersokningsbordet genom att lyfta under magen och alltid ha hundens huvud vént at hoger. Nar
hunden var upplyft pa bordet, tog PA ett steg bakat och PB, som stod placerad cirka en meter fran
hundens huvudande, observerade hundens beteende pa bordet under 15 sekunder. Om hunden
satte sig ner under dessa 15 sekunder reste PA hunden till stdende position maximalt tva ganger
for att ovriga punkter i protokollet skulle kunna studeras. Om hunden under de 15 sekunderna
satte sig ner en tredje gang, fick hunden forbli sittande.

Foljande parametrar studerades och antecknades infor varje provtagning:

e Om hunden kom fram och hélsade eller inte, ndr PA nérmade sig burddrren

e Antalet svansviftningar under den korta promenaden

e Hundens placering i forhallande till PA under den korta promenaden (framfor, vid sidan,
bakom eller om PA var tvungen att dra i kopplet for att fa hunden att ga framat)

e Tiden som den korta promenaden tog

e Hundens huvudposition pa bordet (om det var horisontellt [hundens nos Iag i linje med
ovre delen av scapula], 6ver eller under denna niva)

e Hundens pupiller (meios, normala eller mios)

e Om hunden slickade sig kring munnen (och i sa fall hur manga ganger) eller inte

e Om hunden lyfte pa tassarna pa samma plats eller inte

e Hundens kroppsposition (om hunden ville sitta, sta upp, ligga ner, ga runt och nosa eller
klattra pa PA eller PB)

e  Om hunden krummade med ryggen eller inte

e Om hunden hade 6ronen vinklade platt bakat eller inte

e Om hunden morrade, visade tdnderna, nafsade eller reste ragg

Protokoll fordes for varje provtagningstillfalle innan blod och saliv samlades in, undantaget dag 1
nar hund 1, 2, 3 och 4 var pa studentévning. Vid detta tillfalle studerades hundarnas beteende
endast nar de befann sig pa undersokningsbordet och inte under den korta promenaden.

Gruppering efter beteende

Utifran beteendestudien valdes de parametrar som ansags mest karakteristiska for att kunna
gruppera hundarna i tre grupper utefter stressniva: glad, stressad/radd/nervos respektive arg hund
(se tabell 3). For att hunden skulle tillhéra en grupp krévdes att hunden vid provtagningstillfallet
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uppvisade minst tva av tre beteenden i den gruppen. For forklaring varfor de andra beteendena
fran protokollet uteslots — se under Diskussion”.

Tabell 3. Indelning av hundarna i grupper utefter beteende

Glad Stressad/radd/nervos Arg
Kommer fram och hélsar Kommer inte fram och Morrar och visar tanderna
vid ankomst till buren halsar vid ankomst till vid ankomst till buren
buren

Viftar pa svansen Viftar inte pa svansen Viftar langsamt eller inte
alls med svansen, stel
svans

Haller svansen upprétt eller Haller svansen nedséankt Nafsar, reser ragg

horisontellt eller mellan benen

Analys av blod- och salivprover

Analysen av blod- och salivproverna utfordes vid Klinisk kemi och farmakologi pa Akademiska
sjukhuset i Uppsala. Proverna transporterades dit med bil (bilfarden tog cirka tio minuter) och
forvarades under transporten i frigolitladdor med is. Proverna analyserades under oktober manad
med en competitive radioimmunoassay som madter catestatindelen (humant CGA361-372) av
CgA-molekylen (Stridsberg et al., 2004). Metoden har validerats for hund (Stridsberg, M., M.D.,
Ph. D Kklinisk kemi, pers.medd., 2013). Saliv analyserades i enkelprover och plasma i
dubbelprover.

Statistiska metoder

Nivéaerna av CgA i plasma som funktion av nivaerna av CgA i saliv samt aktivitet, nivderna av
CgA i saliv som funktion av aktivitet samt nivaerna av CgA i plasma som funktion av aktivitet
analyserades med hjélp av mixed linear models repeated-measures data (Littell et al., 2006). Det
statistiska datorprogram som anvéndes var SAS 9,3'%. Dagarna betraktades som block (dé alla
hundar genomgick alla aktiviteter varje dag). Hund och hund * dag var de slumpmassiga
faktorerna. Aven nivéerna av CgA i saliv och plasma som funktion av hundarnas beteende
analyserades, med samma slumpmassiga faktorer, men dar beteende istéllet var den bestdmda
faktorn. Korrigering for multipla jamforelser gjordes enligt Tukey-Kramer. Pearson’s
korrelationskoefficient (r) anvandes for att analysera om det fanns nagon korrelation mellan
CgA-nivéer i blod och saliv, detta gjordes i statistikprogrammet Minitab 16*. p < 0,05 ansags
vara statistiskt signifikant.

2 SAS Institute Inc, Cary, USA
3 Minitab Inc, Coventry, Storbritannien
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RESULTAT
Genererad salivméngd med olika salivinsamlingsmetoder

Mangden saliv som genererades fran de olika materialen redovisas i tabell 4. Anvandandet av
polyeterskumsvamp i munhalan pa hundarna resulterade i den storsta volymen saliv efter
centrifugering.

Tabell 4. Mangden saliv de olika salivinsamlingsmetoderna genererade

Olika provmaterial

Tid i Salimetrix Salimetrix Bomulls- Tvéttork Polyeter-
munnen oral swab® oral swab®  svabb gasviv skumsvamp
utan holje
10 sek - - - - 1ml
60 sek 0ml - - - -
90 sek 0ml 0mi 0mi 0mi -
120 sek - 0,1 ml oml 0,1 ml -

I de kolumner med ett streck utférdes inget forsok.

Statistisk analys

Vardena uppvisade en normal distribution.

Chromogranin A-nivaer i blod och saliv

Medelvérde * standardavvikelse for nivaerna av CgA i plasma och saliv for hela studien var
0,93 £ 0,20 respektive 0,84 + 0,36 nmol/L, se figur 5.
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M Saliv (n=95) M Plasma (n=199)

Figur 5. Medelvarde och standardavvikelse foér chromogranin A koncentrationer for samtliga blod- och
salivprover hos hund. Vardena &r baserade pa 199 plasmaprover och 95 salivprover.
Nivaer av chromogranin A vid de olika provtagningstillfallena

Medelvérde + standardavvikelse for CgA-nivaer i plasma och saliv vid de olika provtagnings-
tillfallena anges i tabell 5.

Tabell 5. Medelvérde + standardavvikelse for nivaerna av chromogranin A(CgA) i plasma och saliv hos
hundar vid fem olika provtagningstillfallen

Provtagningstillfalle CgA i saliv CgA i plasma Antal prover
(nmol/L) (nmol/L)

Innan utfodring 1,12+0,38 0,93+0,20 49 blod
25 saliv

Efter utfodring 0,67+0,30 0,92+0,19 50 blod
18 saliv

Innan 0,83+0,30 0,93+0,19 50 blod

promenad/student- 27 saliv

dvning

Efter promenad 0,73+0,31 0,92+0,21 40 blod
20 saliv

Efter student6vning 0,54+0,17 0,97+0,23 9 blod
5 saliv

Inga signifikanta skillnader sdgs mellan nivaerna av CgA i plasma och de olika provtagnings-
tillfallena (p > 0,69, analyserat med mixed linear models repeated-measures data), se figur 6.
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a b c d(w) d(s)

Provtagningstillfalle

Figur 6. Medelvarde och standardavvikelse fér chromogranin A (CgA) koncentrationer for samtliga
blodprover vid olika provtagningstillfallen hos hund. Inga signifikanta skillnader sags mellan nivaerna av
CgA och de olika provtagningstillfallena (p > 0,69, analyserat med mixed linear models repeated-
measures data). Forsta provtagningen pa morgonen (a), provtagning efter utfodring (b), provtagning
innan promenad/studentdvning (c), provtagning efter promenad (d(w)), provtagning efter studentévning
(d(s)). Vardena ar baserade pa totalt 199 blodprover.

Daremot var CgA koncentrationerna i saliv signifikant hogre vid forsta provtagningstillfallet (pa
morgonen innan utfodring) jamfért med 6vriga provtagningstillfallen under dagen (p < 0,008,
analyserat med mixed linear models repeated-measures data). Ingen signifikant skillnad i
CgA-nivaer i saliv pavisades mellan 6vriga provtagningstillfallen (p > 0,39), se figur 7.
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Figur 7. Medelvarde och standardavvikelse fér chromogranin A (CgA) koncentrationer for samtliga
salivprover vid olika provtagningstillfallen hos hund. CgA koncentrationerna i saliv var signifikant hogre
vid forsta provtagningen pa morgonen jamfort med Gvriga provtagningstillfallen under dagen (p < 0,008,
analyserat med mixed linear models repeated-measures data). Forsta provtagningen pa morgonen (a),
provtagning efter utfodring (b), provtagning innan promenad/studentévning (c), provtagning efter
promenad (d(w)), provtagning efter studentdvning (d(s)). n ar antalet salivprover som togs vid varje

provtagningstillfélle.

Individuell variation av chromogranin A

| figur 8 och 9 redovisas medelvérde och standardavvikelse for nivaerna av CgA i plasma och
saliv for varje hund.

1,4

3

Hund

Figur 8. Medelvarde och standardavvikelse fér chromogranin A koncentrationer i plasma for vardera

hund. Vérdena ar baserade pa totalt 199 plasmaprover.
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Figur 9. Medelvarde och standardavvikelse fér chromogranin A koncentrationer i saliv for vardera hund.
n ar antalet salivprover som tagits fran varje hund.

Chromogranin A-nivaer och hundens olika beteenden

Hundarna grupperades in i tre grupper utefter beteende och medelvérde + standardavvikelse for
CoA koncentrationerna i de olika grupperna redovisas i tabell 7.

Tabell 7. Medelvarde + standardavvikelse for nivaerna av chromogranin A (CgA) i plasma och saliv vid
olika beteenden

Beteende CgAisaliv CgA i plasma Antal prover
(mmol/L) (mmol/L)
Glad 0,87+0,42 0,87+0,20 121 blod
56 saliv
Stressad/radd/nervos 0,81+0,27 0,99+0,18 74 blod
36 saliv
Arg - - 0 blod
0 saliv

Inga av hundarna i studien uppvisade ett aggressivt beteende och darfor finns det inte CgA-varden i
denna grupp.

Inga signifikanta skillnader sags i CgA-nivaer i plasma (p = 0,75) eller i saliv (p = 0,69) mellan
gruppen glad hund och gruppen stressad/rédd/nervés hund (analyserat med mixed linear models
repeated-measures data).

Under salivinsamlingen vande hundarna bort huvudet nar polyeterskumsvamparna skulle foras in,
forsokte flytta pa sig och spotta ut svabbarna. Under blodprovstagningen satt de relativt stilla.
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Korrelation mellan chromogranin A-nivaer i blod och saliv

Korrelationen mellan CgA koncentrationer i plasma och saliv har baserats pa 95 provpar da
endast 95 av 200 (47,5 %) salivprover gick att analysera. Ingen signifikant korrelation pavisades
mellan nivderna av CgA i plasma och saliv (p = 0,08, analyserat med Pearson’s
korrelationskoefficient), se figur 10.
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Figur 10. Ingen korrelation mellan nivaerna av chromogranin A i plasma och saliv kunde pavisas.
Vérdena &r baserade pa 95 provpar.

Ingen korrelation kunde heller pavisas mellan nivaerna av CgA i plasma och saliv vid respektive
provtagningstillfalle (p > 0,16, analyserat med Pearson’s korrelationskoefficient).

DISKUSSION

| var studie sags signifikant forhojda nivaer av CgA i saliv vid forsta provtagningstillfallet, innan
utfodring. Inga signifikanta skillnader i CgA-nivaer i plasma mellan de olika
provtagningstillfallena kunde pavisas. Ingen korrelation mellan nivaerna av CgA i plasma och
saliv pavisades.

Utformning av beteendeprotokoll

Beteendeprotokollet utformades for att mojliggora en gradering av hundens stressniva, om den
var glad, stressad/radd/nervos eller arg. Avsikten var att se om det fanns nagra signifikanta
skillnader i CgA koncentrationer beroende pa hundens stressniva. Avsikten var ocksa att forsoka
definiera ett normalintervall eftersom CgA-nivaerna kan forvantas fluktuera under en hunds
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normala aktiviteter. Denna information &r vasentlig for vidare studier kring CgAs anvéndbarhet
som stressmarkor.

Det var svart att bedoma pupillerna da ljuset varierade mellan de olika provtagningstillfallena.
Aven slickning kring munnen samt lyftande av tassar var svarbedémt, da olika studier visar pa
olika innebord av detta beteende. En opublicerad studie som utfordes pa SLU visade att hundar
slickar sig kring munnen och lyfter pa tassar vid positiva stimuli (Keeling, L., professor i etologi
och djurskydd pa SLU, pers.medd., 2013-09-13), medan Ottenheimer et al (2013) anvéande dessa
beteenden som ett negativt tecken i sin studie. Nar det galler huvudets niva var dven detta svart
att bedéma da hundarna under de 15 sekunder da de observerades, ofta hann ha huvudet i manga
olika positioner. Det skulle vara lattare att bedéma huvudposition om hundarna hade filmats, som
gjordes i studien pa SLU, da hade mgjligheten funnits att ga tilloaka och studera de olika
rérelserna igen. De djur som ingick i var studie rastas normalt i flock och ar ovana att ga i koppel,
vilket forsvarar bedomningen av relationen mellan hundens position under den korta promenaden
och hundens stressniva. Upprepade ganger var samma hund bade framfor, vid sidan och bakom
PA under promenaden. For att minska risken for felgruppering anvandes endast de beteenden
som ansags ha en tydlig variation mellan en glad, en stressad/radd/nervos och en arg hund.
Gruppering av hundarna baserades darfor pa foljande beteenden: om hunden kom fram och
halsade vid ankomst till buren eller inte, svansviftning eller inte, svansens position nar hunden
stod pa undersokningsbordet samt om hunden morrade, visade tander, nafsade eller reste ragg.

Salivinsamling

Salimetrics oral swab® (SOS) anvands pd humansidan for salivinsamling. Anledningen till att
holjet pa SOS togs bort var for att se om detta skulle 6ka den salivabsorberande formagan. Da
holjet togs bort fick SOS en storre absorberande formaga, men genererade fortfarande en
otillrécklig volym (endast 0,1 ml saliv efter centrifugering).

Da bade tvattorken och bomullssvabben innehdll bomull kunde dessa inte anvéandas for
salivinsamling i denna studie eftersom CgA binder in till bomull. Polyeterskumsvampen bestod
daremot endast av syntetiskt material och skall darfor inte paverka analysen av CgA (Stridsberg,
M., M.D., Ph. D Klinisk kemi, pers.medd., 2013-09-10). Polyeterskumsvampen genererade
dessutom storst méangd saliv efter centrifugering och valdes darfér som salivinsamlingsmetod i
resterande del av studien.

Att samla in saliv fran hundarna visade sig vara svart. Centrifugering av ett flertal prover
resulterade i omatbara volymer av saliv. Vid analyserna visade det sig dessutom att vissa prover
innehdll for mycket mukus, vilket omdjliggjorde analys av CgA (Stridsberg, M., M.D., Ph. D
klinisk kemi, pers.medd., 2013-10-16). Detta resulterade i att endast 95 av 200 salivprover gick
att analysera. Utifran ovan namnda problem kan slutsatsen dras att for salivinsamling pa hund var
detta inte en optimal metod. Det ar mojligt att det hade gatt att fa ut mer saliv om svabbarna varit
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placerade i munnen pa hundarna under en langre tid. Dock kvarstar fortfarande problemet med
for mycket mukus. Att anvanda denna metod &r inte att rekommendera, da inte ens 50 % av
proverna gick att analysera.

Det finns till forfattarens kannedom inte manga beskrivande studier avseende
salivsammansattning hos hund. Saliven fran hundens olika spottkortlar varierar i saSmmanséttning
och de olika spottkdrtlarna mynnar pa olika platser i munhéalan (Wiggs & Lobprise, 1997).
Placeringen av svabbarna i munnen i forhallande till de olika utférsgangarna borde saledes kunna
resultera i olika salivsammansattning och darmed ocksa ett varierande mukusinnehall. Detta kan
eventuellt paverka analysen av CgA da den saliv som innehaller for mycket mukus inte gar att
analysera. Valet av placering av polyeterskumsvampen i var studie baserades dels pa att
placeringen skulle innebédra en sa liten stresspaverkan som mojligt for hunden och dels pa att
saliven skulle ha ett sa lagt mukusinnehall som majligt. Polyeterskumsvampen placerades darfor i
hojd med fjarde premolaren, det vill sdga dar parotisspottkorteln (serds sekretion) och
zygomatikusspottkorteln mynnar (Wiggs & Lobprise, 1997).

Flera studier hos manniska och aven en studie pa hund har visat att frisattningen av CgA sker vid
sympatikusstimulering (O"Connor & Bernstein, 1984; Takiyyuddin et al., 1990; Cryer et al.,
1991; Kanno et al., 1999; Akiyoshi et al., 2005). Till foljd av detta ar det viktigt att
salivinsamlingsmetoden ger en sa liten stresspaverkan som mojligt. Placering av svabben under
tungan istéllet, dar mandibular- och sublingualspottkorteln mynnar (Wiggs & Lobprise, 1997),
hade sannolikt inneburit ett storre stressmoment for hunden.

Hundarna verkade uppleva salivinsamlingen som mer obehaglig an blodprovstagningen. Vid
salivinsamlingen forsokte de rora pa huvudet, flytta pa sig och spotta ut svabbarna, medan de
under blodprovstagningen satt relativt stilla. Det tyder pa att hundar upplever salivinsamling som
ett storre stressmoment an vad ménniskor gor.

Korrelation mellan chromogranin A i plasma och saliv samt variation av
chromogranin A dver dygnet

Var studie pavisade ingen korrelation mellan nivaerna av CgA i plasma och saliv, varken vid
analys av alla 95 provparen eller vid analys av blod- och salivproverna vid respektive
provtagningstillfalle. 1 var studie sags inte nagra signifikanta skillnader i CgA-nivaer i plasma
mellan de olika provtagningstillfallena. Daremot kunde signifikant forhojda CgA-nivaer i saliv
vid forsta provtagningstillfallet, fore utfodring, pavisas. Inga signifikanta skillnader i CgA-nivaer
i saliv sdgs mellan 6vriga provtagningstillfallen under dagen.

Resultaten i var studie stammer val 6verens med en tidigare studie pd humansidan (Den et al.,
2006) dar ingen korrelation mellan nivaerna av CgA i blod och saliv sags. Detta kan bero pa att

CgA har olika sekretionsvégar i blod jamfort med i saliv (O"Connor & Frigon, 1984;
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Takiyyuddin et al., 1990; Saruta et al., 2005). Att ingen korrelation sags i var studie kan ocksa
bero pa att vi hade for fa prover, da endast 95 av 200 salivprover gick att analysera. Till skillnad
fran var studie kunde daremot Dag et al (2010) pavisa en korrelation mellan nivaerna av CgA i
blod och saliv och Reshma et al (2013) sag inga signifikanta skillnader mellan nivaerna av CgA i
blod och saliv. I studien av Den et al (2006), liksom i var studie, sags inte heller nagon variation i
plasmanivaerna, medan nivaerna av CgA i saliv uppvisade en variation. CgA-nivaerna var som
hogst pd morgonen nér individerna vaknade samt vid sista provtagningen pa kvéllen (kl 22:30).
Aven var studie visade signifikant hogre nivaer av CgA pad morgonen. | var studie avslutades
provtagningen redan cirka kl 15:00-15:30, vilket gor att vi inte kan uttala oss om CgA-nivaerna
under natten. | motsats till var studie sag Kanai et al (2008) daremot inte nagon variation av
CgA-nivaerna i saliv under dygnet hos hund.

Det finns humana studier som har pavisat en variation i CgA-nivaer aven i plasma under dygnet,
med de lagsta nivaerna pad morgonen (Takiyyuddin et al., 1991; Giampaolo et al., 2002). Hos
hundar har daremot ingen variation av CgA koncentrationer i blod pavisats (Akiyoshi et al.,
2005), vilket ar i linje med resultaten av var studie.

Individuell variation av chromogranin A

Resultaten i var studie tyder pa att CgA-nivaer i plasma &r relativt stabila mellan individer,
medan CgA-nivaer i saliv visar en storre individuell variation. | var studie ingick endast fem
hundar och en storre studie krévs for att uttala sig om huruvida det finns en individuell variation
av CgA-nivaer.

Chromogranin A-nivaer och olika beteenden

Hundarna delades in i tre olika grupper utefter beteende (som beskrivits ovan under rubriken
’Utformande av beteendeprotokoll”): glad hund, stressad/radd/nervés hund och arg hund. | var
studie uppfyllde inga av hundarna kriterierna for gruppen arg hund och dérfor saknar denna
grupp CgA-varden. Fran det material vi har ser det inte ut att vara nagra storre skillnader i
CgA-nivaer mellan gruppen glad hund och gruppen stressad/radd/nervos hund. Det har ar dock
en pilotstudie och det behdvs en storre utredning med fler prover for att uttala sig om hur
lindrig-moderat stress inverkar pa CgA-nivaer.

Chromogranin A-nivaer och stress

Olika studier har visat pa olika resultat nar det galler hur psykisk stress paverkar CgA-nivaerna.
Upplevelsen av stress ar individuell och det kan vara svart att kvantifiera och satta i relation till
olika markorer. Flera av studierna pa humansidan har visat att psykologisk stress leder till
forhojda nivaer av CgA i saliv (Nakane et al., 1998; Nakane et al., 2002; Miyakawa et al., 2006;
Takatsuji et al., 2008). Det finns dven en humanstudie dér inga skillnader i CgA-nivaer sags (Ng
et al., 2003), vilket ar i linje med var studie dar inga skillnader i CgA-nivaer mellan de aktiviteter
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som forvantades upplevas som positiva (utfodring, promenader) och de aktiviteter som
forvantades upplevas som negativa (studentévningar) kunde pavisas. Bade Takiyyuddin et al
(1990) och Cryer et al (1991) visade i sina humanstudier att nivaerna av CgA inte var nagon
tillforlitlig stressmarkor vid fysiologiska forhallanden, vilket kan ha varit fallet i var studie. Det
ar ocksa mojligt att studentévningarna inte innebar en tillrackligt hog stressniva for hundarna.
Dock ar det omdjligt for oss att uttala oss om detta pa grund av for fa prover (endast fem
salivprover) och pa grund av det lilla materialet utfordes inga fortsatta statistiska analyser. Inte
heller CgA-nivaerna i plasma visade nagra signifikanta skillnader mellan de olika aktiviteterna. |
var studie analyserades nio plasmaprover tagna efter studentdvning, vilket ocksa ar for fa prover
och darmed gor det omojligt for oss att uttala oss om detta. Vidare studier kravs for att se om
CgA-nivaer varierar mellan olika aktiviteter hos hund.

En humanstudie visade att nivaerna av CgA i blod var signifikant forhdjda direkt efter en
avslutad skogspromenad (Toda et al., 2013). | var studie sadgs daremot inga signifikanta
skillnader i CgA-nivaer i varken blod eller saliv fore, respektive efter, en skogspromenad.

Chromogranin A som prognostisk biomarkor

En prognostisk biomarkdr ska kunna skilja ut sjuka djur med sémre prognos infér behandling.
Den far inte variera for mycket i nivaer hos friska individer och det maste ga att upptacka en
tydlig 6kning eller sankning i nivaer hos sjuka djur jamfort med nivan hos friska. Hos manniskor
med allvarliga hjartsjukdomar, djupa brénnskador, endokrina tumorer och andra allvarliga
sjukdomstillstand har CgA koncentrationer visat sig vara en bra indikator for mortalitet och
prognos (Ceconi et al., 2002; Campana et al., 2007; Zhang et al., 2008; Jansson et al., 2009;
Rgsjg et al., 2012; Lindahl et al., 2013). Hur nivaerna av CgA varierar hos svart sjuka djur vet vi
annu inte, for detta kravs vidare studier.

CgA-nivaerna har pa humansidan visat sig variera mellan manga olika situationer, sasom
psykologisk stress (Nakane et al., 1998; Nakane et al 2002; Miyakawa et al., 2006; Takatsuji
et al., 2008), kort respektive lang intensiv traning (Takiyyuddin et al., 1990; Nakane et al., 1998;
Nickel et al., 2012; Rgsjg et al., 2013) och &ven av en skogspromenad (Toda et al., 2013).
Daremot skiljer sig resultaten en del mellan studierna. Detta kan bero pa att det finns en stor
fysiologisk variation av CgA-nivaer i blod och saliv pda humansidan. | var studie utsattes
hundarna for stress och vardagliga sysslor, men inga signifikanta skillnader i CgA-nivaer sags
efter dessa aktiviteter jamfort med innan. Detta torde vara en positiv sak for CgA som biomarkor
och indikerar att normalvariationen under dygnet inte &r lika stor hos hundar som hos manniskor.

Var pilotstudie har visat att CgA koncentrationerna i plasma ar relativt stabila under dygnet och
att det som kan kallas for normal stress i vardagen inte paverkar frisattningen av CgA. Nésta steg
blir att mata CgA-nivaer hos svart sjuka djur och hos djur med smarta for att vidare utreda om
analys av CgA koncentrationer kan vara anvandbar som markor fér smarta, morbiditet och
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mortalitet hos hundar. Detta for att kunna undvika onddigt lidande i form av behandlingar som
anda inte kommer att paverka hundens livslangd.
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BILAGA 1 Beteendeprotokoll

Mandag 16:e september, dag 1 Promenad/6vning kl:

ID Saliv | Blod Bur Promenad Stdendes pa undersokningsbordet Ovriga
Vill Placering Svans- Huvud | Svans Pupill Slick Tass Position Rygg | Oron anteckningar
hélsa viftning
0101a J/N F/Br/B/D J/N ... U/H/N | U/H/N | Me/N/Mi | J/N ... J/N ... | St/Si/L/G/K | J/N J/N
0102a J/N F/Br/B/D J/N ... U/H/N | U/H/N | Me/N/Mi | J/N ... J/N ... S/Si/L/G/K J/N J/N
0103a J/N F/Br/B/D J/N ... U/H/N | U/H/N | Me/N/Mi | J/N ... J/N ... | St/Si/L/G/K | J/N J/N
0104a J/N F/Br/B/D J/N ... U/H/N | U/H/N | Me/N/Mi | J/N ... | J/N.. | St/Si/L/G/K | J/N J/N
0105a J/N F/Br/B/D JN... | u/H/N T UH/N | Me/N/Mi | )N | I/N .| st/si/LG/k | )N | /N
0101b J/N F/Br/B/D JN... | U/H/N T UH/N | Me/N/Mi | )N | I/N . | st/si/LG/k | )N | /N
0102b J/N F/Br/B/D JN... | U/H/N T UH/N | Me/N/Mi | )N | I/N .| st/si/LG/k | N | J/N
0103b J/N F/Br/B/D JN... | U/H/N T UH/N | Me/N/Mi | )N | I/N . | st/si/LG/k | )N | /N
0104b J/N F/Br/B/D JN... | U/H/N T UH/N | Me/N/Mi | )N | I/N . | st/si/LG/k | N | /N
0105b J/N F/Br/B/D JN ... | u/H/N [ UH/N | Me/N/Mi | )N | I/N .| st/si/LG/k | N | /N
0101c J/N F/Br/B/D J/N ... U/H/N | U/H/N | Me/N/Mi | J/N ... | J/N.. | St/Si/L/G/K | J/N J/N
0102c J/N F/Br/B/D J/N ... U/H/N | U/H/N | Me/N/Mi | J/N ... | J/N.. | St/Si/L/G/K | J/N J/N
0103c J/N F/Br/B/D J/N ... U/H/N | U/H/N | Me/N/Mi | J/N ... J/N ... | St/Si/L/G/K | J/N J/N
0104c J/N F/Br/B/D J/N ... U/H/N | U/H/N | Me/N/Mi | J/N ... J/N ... | St/Si/L/G/K | J/N J/N
0105c J/N F/Br/B/D J/N ... U/H/N | U/H/N | Me/N/Mi | J/N ... J/N ... | St/Si/L/G/K | J/N J/N
0101d J/N F/Br/B/D J/N ... U/H/N | U/H/N | Me/N/Mi | J/N ... J/N ... | St/Si/L/G/K | J/N J/N
0102d J/N F/Br/B/D J/N ... U/H/N | U/H/N | Me/N/Mi | J/N ... J/N ... | St/Si/L/G/K | J/N J/N
0103d J/N F/Br/B/D J/N ... U/H/N | U/H/N | Me/N/Mi | J/N ... J/N ... | St/Si/L/G/K | J/N J/N
0104d J/N F/Br/B/D J/N ... U/H/N | U/H/N | Me/N/Mi | J/N ... J/N ... | St/Si/L/G/K | J/N J/N
0105d J/N F/Br/B/D J/N ... U/H/N | U/H/N | Me/N/Mi | J/N ... J/N ... | St/Si/L/G/K | J/N J/N

Forklaringar till ovan

Bur: kommer fram och halsar nér person A narmar sig buren (Ja/Nej)

Promenad: placering: hundens placering i férhallande till person A (Framfor/Bredvid/Bakom/Dra), svansviftning: Ja/Nej antal

Staendes pa bordet: huvud: huvudposition (Upp/Horisontell/Ner, dar horisontell &r rak linje fran nos till Gvre scapula), svans: svansposition
(Upp/Horisontell/Ner, dar horisontell ar rak linje fran hundens rygg), pupill: hundens pupiller (Meios/Normal/Mios), slick: slickar sig kring
munnen (Ja/Nej antal), tass: lyfter tassarna (Ja/Nej antal), position: kroppsposition (Star/Sitter/Ligger/Gar runt/klattrar pa person A eller B),

rygg: kutar rygg (Ja/Nej), oron: 6ronen rakt bakat langs med huvudet (Ja/Nej)



