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SAMMANFATTNING

Cancersjukdomar blir allt vanligare bland méanniskor saval som bland vara sallskapsdjur, och
framtagning av nya diagnostiska metoder ar en standigt aktuell fraga for forskningen. Att kunna
stélla diagnos i ett tidigt skede av sjukdomen forbattrar prognos och éverlevnad generellt sett.
Serologi ar en praktiskt lattillgdnglig och kostnadseffektiv analysmetod, och skulle kunna
underlatta diagnostik, rutinkontroller och sjukdomsuppféljning. Ar det mgjligt att i framtiden
kunna ta ett enkelt blodprov for att utreda eller utesluta en cancerdiagnos? Tumorer utsondrar
olika kemiska foreningar till blodet, vilka kan fungera som biomarkorer for sjukdom. Dessa
amnen ger upphov till olika lukter som hundar med sitt val utvecklade olfaktoriska sinne kan
kdnna av. En rad olika studier har gjorts dar man utvarderat tranade hundars formaga att med
hjéalp av luktsinnet detektera specifika former av cancer i prov av varierande ursprung, detta
med Overvagande goda resultat.

| det hér arbetet har vi genomfort en blindad studie dar vi analyserat tranade hundars formaga
att detektera cancer i blodprover fran andra hundar. Fragestallningen vi hade var om nagot tyder
pa att tumorer generellt utsondrar amnen till blodet som hundar kan lara sig kdnna igen. Finns
det en gemensam “cancerlukt”? 94 blodprover samlades in under perioden februari-juni 2015,
varav 16 prover kom fran cancersjuka hundar med olika typer av tumorsjukdom, och 78
kontrollprover fran friska hundar. Sékhundarna och deras hundférare tranades enligt en
beldningsbaserad metod efter en regim framtagen av erfarna hundtranare. Hundarna fick lukta
pa serum fran cancerpatienter samt fran friska kontroller och forvantades markera cancerproven
genom att stanna med nosen vid dessa, en sa kallad frysmarkering. Vid korrekt markering
belénades hundarna. Efter traningsperioden valdes sex hundar ut for att ingd i de
dubbelblindade tester som ligger till grund for resultaten i denna studie. Under testen anvéndes
alltsa kodade blodprover och varken hundférarna eller hundtranarna kande till identiteten hos
proverna.

Hundarna som grupp lyckades hitta tumdrproverna bland prover fran friska kontroller i 46 %
av fallen, jamfort med 20 % som vi hade kunnat forvénta oss om hundarnas markeringar vore
helt slumpmaéssiga. De sex sokhundarna som ingick i studien var relativt jambérdiga i sina
formagor att korrekt identifiera cancerproven, medan en viss skillnad kunde ses géllande hur
latta/svara de olika cancerdiagnoserna var att detektera.

Den slutsats vi kan dra efter vara tester ar att hundar kan tranas upp for att lukta sig till cancer
i blodprover i storre utstrackning an vad man kan forvénta sig av slumpen. Resultaten skulle
antagligen kunna forbéattras genom modifiering av studiedesign och traningsupplédgg och redan
nu finns planer pd hur man kan finslipa och forbattra upplagget av hundtraning och tester infor
vidare studier inom amnet.



SUMMARY

Cancer is a leading cause of death worldwide, among humans as well as our pets. To develop
new diagnostic tools for early detection of the disease would improve prognosis and survival.
The possibility to use a serological test that is easily accessible and cost effective would
facilitate diagnostics, routine checkups and disease monitoring. So, in the future, will we be
able to take a simple blood test to decide if a patient has cancer or not? Tumors give rise to
chemical compounds that are secreted into the blood and can act as biomarkers for disease.
These compounds generate different odors that dogs with their remarkable sense of smell can
sense. Many studies have evaluated olfactory detection of cancer by trained dogs, showing
predominantly positive results.

In this report, we have performed a blinded study where we analyzed trained dogs ability to
detect cancer in blood samples from other dogs. We wanted to find out if something indicates
that tumors in general secretes substances into the blood and, in that case, if dogs can learn to
recognize them. Is there a common cancer smell? Ninety-four blood samples were collected
during February-June 2015. Sixteen samples from cancer patients with different diagnoses and
seventy-eight control samples from healthy dogs. The detection dogs were trained by
experienced dog trainers according to a reward based method. The dogs were allowed to smell
the serum samples from cancer patients and the control samples, and they were expected to
indicate the cancer samples by freezing (standing still) above them. When they indicated
correctly they were rewarded with a piece of food. After a period of training six detection dogs
were chosen, based on performance at training, to participate in the double blinded tests that
the results in this study are based upon. During the tests coded blood samples were used, and
neither the trainers nor the dog handlers knew the identity of the different samples.

The dogs as a group were able to find the tumor samples among the healthy controls 46 % of
the times, compared to 20 % expected by chance alone. The six dogs were more or less equal
in their ability to correctly identify the cancer samples, but there was a difference in how easily
detectable the different cancer diagnoses were.

Our conclusion is that dogs can be trained to detect cancer in blood samples by smell more
successfully than can be expected by chance alone. Our results could probably be improved by
modification of study design and training. The dog trainers learned a lot from this study and
already have plans on how to improve the dog training and the tests to move forward with
further studies on the subject.
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INLEDNING

Cancersjukdomar bland manniskor fortsatter att 6ka varlden éver (Lippi & Cervellin, 2011).
Aven hundar drabbas av cancer i stor utstrackning och att hitta nya diagnostiska metoder for att
detektera tumorer i ett tidigt skede ar féremal for intensiv forskning. Ju tidigare i
sjukdomsskedet som diagnos kan stéllas desto béttre blir prognosen generellt sett (McCulloch
et al., 2006). Ett serologiskt test som tidigt kan detektera forekomst av cancer i blodet skulle
mojliggora tidigare diagnos samt rent praktiskt underldtta rutinkontroller och diagnostik
(Johnston et al., 2014). Cancersjukdomar producerar olika kemiska foreningar vilka utséndras
bland annat i blod och kan fungera som biomarkorer for sjukdom. Dessa &mnen kan ge upphov
till olika lukter, vilka potentiellt kan upptackas av hundar tack vare deras vél utvecklade
luktsinne. | detta examensarbete har vi genomfért en blindad studie dar vi utvarderat tranade
hundars formaga att detektera cancer i serumprover fran andra hundar. Sokhundarna stalldes
infor blodprover fran cancerpatienter med olika slags tumorsjukdomar samt fran hundar utan
pavishar cancer. Fragestallningen vi hade var om det finns nagot som tyder pa att tumarer
generellt utsondrar &mnen till blodet som hundar kan lara sig kdnna igen via sitt luktsinne.
Verkar det finnas en gemensam “cancerlukt”?

LITTERATUROVERSIKT
Bakgrund

I takt med att vérldens befolkningsantal blir storre, folk blir dldre och “cancerorsakande”
beteenden blir vanligare sa fortsétter cancersjukdomar bland manniskor att oka globalt sett
(Lippi & Cervellin, 2011). Aven hos hundar 4r cancer i olika former vanligt och en av de stora
anledningarna till att man uppsoker veterinér. Enligt Lippi & Cervellin (2011) uppskattas ca 30
% av cancerbordan bland manniskor kunna férebyggas genom forbéattrade screeningmetoder
och tidig diagnosticering. P4 humansidan finns screeningprogram for en del cancerformer,
sasom mammografi for brostcancer och cellprovtagning for livmoderhalscancer. | vissa lander
gors dven allmén koloskopi for screening av koloncancer och PSA-screening (Prostataspecifikt
Antigen) fOr prostatacancer. Screening har bidragit till minskad mortalitet i dessa sjukdomar
(Bjartell, 2011), da majligheten att upptacka cancersjukdom i ett tidigare skede ofta leder till
minskad behandlingstid, forbattrad prognos och forlangd 6verlevnad (McCulloch et al., 2006).
Onskvart ar att hitta en metod som &r kostnadseffektiv och som inte innebar nagra risker for
patienterna, sasom ett enkelt blodprov. Ofta tar man hjélp av olika bilddiagnostiska metoder for
att  stalla en  cancerdiagnos  sasom  rontgen, ultraljud, CT  (Computed
Tomography/Datortomografi), MR (Magnetisk Resonanstomografi) och PET-scan
(Positronemissiontomografi). Framfor allt de tre sistndmnda ar precisa, men dyra och leder
ibland till onddiga biopsier av benigna lesioner. Upprepade undersékningar med exempelvis
CT och PET utsatter dessutom patienten for 6kad mangd stralning, vilken i sig ar potentiellt
cancerframkallande (Moser & McCulloch, 2010). Att kunna anvanda sig av serologi for tidig
cancerdiagnostik eller inom screening ar en lockande tanke och nagot som undersokts av en rad
olika forskarteam. Men hur ska blodprovet analyseras? Vilka biomarkdrer ska vi leta efter, och
hur ska vi identifiera dem? Hypotesen att hundar med hjélp av sitt luktsinne skulle kunna
upptacka maligna tumorer foreslogs forsta gangen av Williams och Pembroke i ett brev till The
Lancet ar 1989. De hade da konsulterats av en kvinna vars hund visat éverdrivet intresse for ett
av hennes fodelsemérken, vilket senare visade sig vara ett malignt melanom (Williams &
Pembroke, 1989). Detta ledde till en rad studier kring hundens luktsinne som potentiellt



hjalpmedel inom cancerdiagnostiken, varav en del lagt fokus pa de lukter som eventuellt kan
éverforas fran tumorvavnad till blodet.

Olfaktorisk analys
Hundens luktsinne

Hundar har genom tiderna avlats pa olika egenskaper som bland méanniskor anses 6nskvarda.
Den olfaktoriska formagan, luktsinnet, &r nagot som prioriterats hogt inom aveln av bland annat
jakthundar. ldag anvénds hundar och deras luktsinne till exempel for att detektera narkotika,
sprangmedel och forsvunna personer (Quignon et al., 2012). Hundar har dven visat sig ha
formaga att detektera kor i brunst genom att lukta pa kornas saliv och kan darmed fungera som
ett hjalpmedel vid brunstpassning (Fischer-Tenhagen et al., 2013). Vidare finns exempel pa
hundar som anvénds inom sjukdomsdetektion, exempelvis sa kallade diabeteshundar (Hardin
et al., 2015) och epilepsihundar (Dalziel et al., 2003). En hund kan trdnas upp att kdnna igen en
doft relaterad till hypoglykemi hos en typ 1-diabetiker och varna denne innan glukoshalten i
blodet sjunker till skadliga nivaer (Hardin et al., 2015). Vad hunden kanner av hos en epileptiker
som &r pa vag in i ett anfall ar mer oklart, men det ar enligt Dalziel et al. (2003) majligt att det
aven dar handlar om en forandring i den doft som méanniskan utsondrar. Ett flertal studier har
gjorts for att utreda huruvida hundar och deras val utvecklade luktsinne ocksa kan anvandas
som ett hjalpmedel for att detektera cancer. Man har tranat hundar pa olika typer av prover
sdsom vavnadsprover, urin, utandningsluft och blod fran manniskor med olika typer av
cancerdiagnoser.

Cancerdetektion

Redan ar 1989 rapporterades om en kvinna vars hund frekvent nosat pa och forsokt bita dver
ett av hennes fodelsemarken, vilket ledde till att kvinnan uppsokte lakare som senare kunde
faststélla att det rorde sig om ett malignt melanom (Williams & Pembroke, 1989). Denna
rapport ligger till grund for en rad studier med syfte att beddma hundens formaga att via sitt
luktsinne detektera cancer. Ar 2004 gjorde Pickel et al. en mer systematisk studie efter ovan
namnda anekdot dar de tranade tva hundar att identifiera melanomvéavnad som gomts pa huden
hos friska volontarer. Den ena hunden lyckade lokalisera melanomet med en sensitivitet pa 86
% medan den andra hunden kom upp i en sensitivitet pa 75 %. Vart att notera angaende denna
studie ar ocksa att den ena av hundarna markerade forekomst av melanom pa en lokalisation
som efter initial patologiundersokning beddmts som negativ, men dar man efter mer noggrann
histopatologisk undersokning mycket riktigt fann melanom i en liten andel celler (Pickel et al.,
2004). Willis et al. (2004) visade att hundar med hjalp av sitt luktsinne kan lara sig detektera
urinvagscancer i urinprover med storre framgang an vad man kan férvanta sig av slumpen.
Deras resultat tydde dven pd att hundarna kunde sérskilja “cancerlukten” fran de lukter som
uppstar genom sekundara effekter av tumorsjukdomen sasom blddning, inflammation och
infektion (Willis et al., 2004). Vidare har en studie gjorts dar man fann att hundar kan detektera
aven prostatacancer i urinprover, detta med en sensitivitet och specificitet pa 91 % (Cornu et
al., 2011). Ar 2006 utvarderade McCulloch et al. ett olfaktoriskt test for att identifiera lung-
och brostcancer i utandningsluft. | studien trdnade man under 2-3 veckor upp vanliga
sallskapshundar for att analysera utandningsluft fran patienter med kénda cancerdiagnoser samt
fran friska kontroller. Testet visade att hundarna kunde identifiera cancerproverna med en
specificitet och sensitivitet pa 99 % (McCulloch et al., 2006). Horvath et al. visade i sin studie



fran 2008 att tranade hundar kan hitta aggstockscancer genom att lukta pa vavnadsprover fran
tumorer samt fran frisk vavnad. | deras test var sensitiviteten 100 %, och specificiteten 97,5 %.
Hundarna tycktes dven kunna skilja mellan karcinom i just &ggstockarna och andra
gynekologiska tumarer, varfor man foreslog att olika cancerformer utsondrar olika lukter.
Dessutom fann man att den lukt som tumdrerna utsondrar verkar vara samma, oavsett stadie av
sjukdom. I och med dessa observationer foreslog forskarna i studien att den specifika lukten
hos en cancersjukdom potentiellt kan anvéndas inom sjukdomsscreening och
diagnostik/differentialdiagnostik (Horvath et al., 2008). Ar 2010 fann samma forskarteam att
den karaktaristisk lukt som &ggstockskarcinom avger dven utsondras till blodet. Genom att tréna
hundar bade pa vavnadsprover fran tumdrerna samt pa blod fran samma patienter fann man att
hundarna med 100 % sensitivitet och 98 % specificitet kunde kdnna igen cancerproverna genom
att lukta pa blodprover (plasma) fran cancerpatienterna samt fran friska kontroller (Horvath et
al., 2010).

Elektroniska nasor

Man har &ven elektroniskt forsokt imitera det biologiska olfaktoriska systemet genom olika
typer av elektroniska “ndsor”. Det har bland annat tagits fram prototyper for elektronisk
detektion av brostcancer i utandningsluft (Shuster et al., 2011) och urinvagscancer i urinprover
(Khalid et al., 2013). Trots att ingen direkt jamforande studie har gjorts verkar hundnosen
prestera battre an de elektroniska varianterna, baserat pa sensitivitet och specificitet fran de
olika studierna (Bijland et al., 2013). Horvath et al. (2008) tror dock inte att vi kommer hitta
hundar pa kliniska laboratorier i framtiden, da de som ett ”levande instrument” kan péverkas
av alltfor manga faktorer for att vara en saker analysmetod. Men man tror daremot att de under
kontrollerade former kan anvandas i experimentellt syfte for att vidare utreda egenskaper sdsom
just lukter hos tumorer (Horvath et al., 2008). Hunden kan eventuellt ocksa anvandas som ett
hjalpmedel under framtagning av sakrare elektroniska analysinstrument.

Tumordetektion via blodanalys
Biomarkdorer

Kroppens metabolism i kombination med bland annat kértlar, hormoner och sa kallade flyktiga
organiska foreningar (’Volatile Organic Compounds” — VOCSs) ger upphov till lukter (Bijland
et al., 2013). Man tror att varje individ har en unik lukt, vilket utnyttjas bland annat vid
anvéandning av hundar for personsok i polisdrenden (Kusano et al., 2013). Olika typer av
cancersjukdomar producerar ett stort antal kemiska féreningar, vilka utsondras i blod, urin,
utandningsluft och svett (Lippi & Cervellin, 2011). Dessa @mnen kan fungera som biomarkoérer,
vilka potentiellt kan anvandas inom cancerdiagnostik, screening samt under monitorering av
sjukdomen. Cancerceller uttrycker VOCs sasom aldehyder, fettsyror och alkaner med flera,
varav en del ar specifika for just cancerceller och alltsa inte uttrycks av friska celler. Det ar
ocksa mojligt att cancercellerna uttrycker samma VOCs som friska celler men i betydligt storre
méangd, vilket eventuellt kan vara detekterbart via blodanalys (Lippi & Cervellin, 2011). Genom
anvandning av exempelvis gaskromatografi-masspektroskopi (GC-MS) har man kunnat
identifiera vissa av dessa foreningar med potential att fungera som biomarkdérer for sjukdom
(Lippi & Cervellin, 2011). Ovan namnda analysmetod har dock inte formaga att identifiera alla
kemiska foreningar som kan finnas i blodet, varfor risken finns att de kanske missar den



viktigaste biomarkoren (McCulloch et al., 2006). Dar hoppas man att hundar ska kunna komma
in och leda vigen till “cancerlukten”.

Serologi

Finns det nagot som tyder pa att man i framtiden skulle kunna ta ett enkelt blodprov for att
utreda om en patient har cancer eller inte? Serologi &r generellt praktiskt lttillgangligt och
kostnadseffektivt. FOr att kunna designa ett serologiskt test krévs att man hittar en passande
biomarkor (Johnston et al., 2014). Onskvart vore att identifiera en biomarkor som kan aterfinnas
i blodet tidigt i sjukdomsforloppet hos olika typer av tumdorer. Horvath et al. fann ar 2010 att
ovariekarcinom avger en karaktéristisk lukt vilken &ven utsondras till blodet. Att identifiera de
specifika molekyler som ger upphov till denna lukt &r nésta utmaning (Horvath et al., 2010).
Cancerantigen-125 (CA-125) ar ett protein forknippat med ovariekarcinom, och ca 80 % av
kvinnor med framskriden &ggstockscancer har forhojda nivaer av CA-125 i blodet (Nossov et
al., 2008). Analys av denna molekyl anvéands dock inte som en allman screeningmetod da den
anses ha for 1ag sensitivitet och specificitet tidigt i sjukdomsforloppet (Nossov et al., 2008).
Vidare finns ett antal andra blodbaserade biomarkorer identifierade for olika cancerformer,
sasom prostataspecifikt antigen (PSA) for prostatacancer och alfa-fetoprotein (AFP) for
levercancer. Dessa analyser anvénds till viss del inom diagnostiken och i bland annat USA
anvands PSA-testet dven inom screening for prostatacancer (Moyer, 2012). Generellt anses
dock bade PSA- och AFP-analyserna ha for 1ag sensitivitet och specificitet for att inga i
allménna screeningprogram (Moyer, 2012; Arrieta et al., 2007). En utmaning for forskningen
ar alltsa att ta fram ett mer specifikt och sensitivt serologiskt test.

Immunosignatur

Vid framtagning av ett serologiskt test for tidig detektion av cancer kravs, enligt Johnston et al.
(2014) att man loser problemet med utspadning av damnen i blodet: det vill siga, om 10°
cancerceller utséndrar 1000 molekyler var av en specifik biomarkor i tva liter blod vid steady-
state skulle koncentrationen av denna biomarkdr endast vara 1.3 x 10** M, vilket &r under en
detekterbar niva aven for de basta befintliga analyserna. De flesta typer av cancer genererar ett
detekterbart cellulart och humoralt immunsvar, dven om detta inte ar kapabelt att kontrollera
sjukdomen. Johnston et al. har utvecklat en teknologi de kallar immunosignatur, vilken
askadliggor cirkulerande antikroppar pa en sa kallad mikromatris (peptide microarray). En
l6sning pa blodutspadningsproblemet skulle saledes kunna vara analys av just antikroppar.
Sjalvreaktiva antikroppar forekommer hos cancersjukdomar dar aktivering av en enstaka B-cell
tidigt i sjukdomsforloppet kan resultera i en 10 x amplifiering av signalen pa endast en vecka.
Antikroppar ar dessutom stabila i blod, vilket mojliggér anvandning av arkiverade prover bland
annat under utvecklingen av analysmetoden. Johnston et al. fann vidare i sin studie att hundar
har en individuell immunosignatur och att denna forandras hos hundar med lymfom. Man
upptackte ocksa att det finns en generell immunosignatur for just lymfom, vilken kunde forutspa
sjukdomsstadiet och bekréafta regression av sjukdomen tre manader efter diagnos. Med hjalp av
immunosignaturen vid diagnos lyckades man forutspa vilka hundar med B-cellslymfom som
skulle fa ett aterfall inom 120 dagar efter behandling, darmed kunde man skilja mellan en mer
aggressiv form av sjukdomen och en ”snéllare” variant. Immunosignaturen kunde dven skilja
pa B- och T-cellslymfom (Johnston et al., 2014).



Hur tidigt kan diagnos stéllas?

Hori & Gambhir skrev i sin studie fran 2011 om en matematisk modell de utvecklat for att
bestdmma minsta mojliga volym en tumor maste ha for att den ska kunna detekteras via
befintlig biomarkorbaserad blodanalys. Studien ar baserad pa kanda egenskaper hos prostata-
och aggstockscancer hos manniska och visade att en tumor kan vaxa i éver 10.1 ar och bli 20.4
mms3 innan den kan detekteras med befintlig klinisk blodanalys. Det &r da troligt att tumdren
redan hunnit metastasera. Modellen kan enligt forskarna appliceras pa i stort sett alla solida
cancertyper och dess associerade biomarkérer. Man sag ett samband mellan grad av malignitet
och utséndring av biomarkor — maligna tumorer tycktes utsondra dessa i storre mangd &n vad
benigna tumdorer gor. Vidare visade man att utsondringshastigheten hos de biomarkdrer for
vilka det idag finns kliniska blodanalyser troligen ar 10* for I1ag for att kunna detekteras inom
det forsta decenniet av tumortillvéxt. Forskarteamet konkluderar att det borde vara mojligt att
detektera tumorer tidigare med hjalp av blodanalys, men att detta beror pa flera faktorer sasom
bland annat biomarkdrsutsondring, angiogenes och tumortillvaxt (Hori & Gambhir, 2011).

MATERIAL OCH METODER
Forsok Hundnosen

| denna studie har vi utvéarderat tranade hundars formaga att detektera cancer i serumprover fran
andra hundar. Fragestéllningen vi hade var om det finns nagot som tyder pa att tumorer av olika
ursprung utsondrar amnen till blodet som hundar kan lara sig kénna igen via sitt luktsinne.
Hundarna forvantades efter en traningsfas kunna skilja pa blod fran cancerpatienter och blod
fran friska kontroller. Blodproverna vi anvande kom fran cancerpatienter med olika typer av
tumorsjukdomar samt fran friska hundar av varierande ras, kon och alder. Dessa prover har
gjorts tillgangliga for SLU:s biobank och gar darmed under sérskilt biobanksavtal, varfor ingen
etisk provning har gjorts. Proverna for trdning och tester fordelades i tva grupper: ”Sjuk’ och
”Frisk”. Alla prover mérktes upp och fordes in i en tabell dir ras, kon och alder registrerades,
samt i tumorpatienternas fall aven diagnos. Vi kunde darmed bland annat &ven utvdrdera om
det verkar finnas tendens till att vissa cancerformer &r lattare for de tranade hundarna att
detektera dn andra, men detta var alltsa inte huvudsyftet med studien. Vi valde att anvanda oss
av serum da det ar ett lattillgangligt prov som fungerar val i praktiken, bade vad géller insamling
och forvaring etc.

Blodprover fran 94 hundar samlades in under perioden februari-juni 2015. Proverna togs fran
78 friska och 16 cancersjuka hundar av varierande alder, ras, kon och i cancerpatienternas fall
aven med olika typer av tumérsjukdomar. Serum delades upp i mindre ror, varav ett av varje
prov anvandes till traning av hundar inom cancersék. Ovriga provror sparades i frys (-70 °C)
for anvandning vid senare traningstillfallen samt vid blindtester. Hundarna tranades i cancersok
vid upprepade tillfallen efter en speciell regim framtagen av erfarna hundtranare. Sex hundar
valdes sedan ut for att inga i de dubbelblindade tester som ligger till grund for resultaten i denna
studie.



Blodproven
Val av kontroller och tumd&rprover

Som kontroller anvandes blodprover fran friska hundar av varierande kon, alder och ras. Vi fick
en del prover fran blodgivarhundar som kommit in till Universitetsdjursjukhuset for att donera
blod till blodbanken. For att rekrytera ytterligare kontroller till studien skickades ett e-mail ut
till alla veterinar- samt djursjukskotarstudenter pa SLU dar friska hundar efterfragades for
donering av blod. Det enda kriteriet for att de skulle fa inga i studien var att de var kliniskt fullt
friska. Blodproverna som togs fran dessa hundar analyserades for bl.a. lever- och njurvarden,
infektionshild etc., se aktuell remiss i Bilaga 1. Om nagot prov visade avvikande varden pa
nagon parameter uteslots denna hund fran studien.

Tumorproverna kom fran cancerpatienter som inkommit till specialistmottagningen pa
Universitetsdjursjukhuset. Aven dessa hundar var av varierande kon, alder och ras samt med
olika typer av tumdrsjukdomar, diagnostiserade med géngse metoder for respektive sjukdom
(biopsier/FNA, CT samt rontgen etc.). Blodproverna togs innan eventuell behandling,
medicinsk eller kirurgisk.

Hantering av prover

Blodproven samlades i serumrér som sedan centrifugerades. Serumet hélldes éver i kryoror
vilka méarktes med hundens journalnummer och datum foér provtagningen. Dessa ror forvarades
sedan i frys (-70 °C). Prover skickades kontinuerligt i sma grupper till foretaget Hundnosen for
specialsokstraning. For blindtesten kodades blodproverna slumpmaéssigt och fordelades i
kryordér numrerade 1A, 1B, 1C osv. Fullstandig forteckning i Bilaga 2.

Cancersok
Team Hundnosen

Hundnosen bestar av tva erfarna hundtranare som haller i utbildningar i specialsok och spar.
De tranar upp ekipage, det vill sdga bade hundar och hundforare. Hundféraren &r den person
som arbetar med hunden, har ofta hundégaren. Under 2014-2015 tréanades ca 15 ekipage i
cancersok, ett projekt som startats i samarbete med SLU.

Sokhundarna

Sex stycken av de specialtranade cancersdkhundarna valdes efter deras prestation pa
traningarna ut for att inga i de blindade studierna, dvs de testomgangar da varken hundtréanare
eller hundforare ké&nde till identiteten hos blodproverna. De hundar som ingick i denna
testgrupp, tre tikar och tre hanar, var av varierande ras och alder samt med olika erfarenhet av
soktraning. Tva av hundarna hade trénats i cancersok kontinuerligt sedan borjan av 2014,
medan 6vriga fyra hundar trdnat cancersok vid ca 10 tillfallen vardera. Samtliga hundar har
genomgatt kurser/traning hos Hundnosen. Ovrig information om hundarna kan ses i Tabell 1.
Hundarna som valdes ut av Hundnosens trénare var de som presterat bast under den senaste
traningsomgangen infor de blindade studierna, da traningen gjordes sa lik blindtesten som
mojligt. Man tog &ven viss hansyn till respektive hundftrares kompetens vid val av sékhundar.



Tabell 1. Information om sdékhundarna

Hund nr. Ras Kon Fodd Bakgrund
/Namn (ar/man)
1/Akita Schéfer Tik  2013/01 1-arig utbildning i specialsok-droger.

Cancersok ca 10 traningstillfallen.

2/Tindra Schéfer Tik  2004/06 Trénat specialsok sedan 2006. Droger,
spar/ID, personsdk. Cancersok sedan 2014.

3/Sniff Flatcoated Hane 2005/04 Trénat specialsok sedan 2010. Droger, spar.
retriever Cancersok sedan 2014.

4/Keo Australian Hane 2013/12 1-arig utbildning i specialsok-droger.
sheperd Cancersok ca 10 traningstillfallen.

5/Saga Schéfer Tik  2013/11 Grundkurs i specialstk och kurs i Nosework*.

Cancersok ca 10 traningstillfallen.

6/lce Border collie  Hane 2013/02 Grundkurs i specialsdk och kurs i Nosework*.
Cancersok ca 10 traningstillfallen.

(* Nosework ar en tavlingsform inom specialsok, ursprungligen fran USA)

Traningen

Traningsupplagget, framtaget av Hundnosens hundtréanare, bygger pa en bel6ningsbaserad
metod dar hundarna forvantas markera ett specifikt prov for att erhalla sin bel6ning i form av
en godisbit. Blodproverna fordes innan traningen 6ver fran kryoror till burkar av rostfritt stal,
utvalda for att de i sig sjalva inte avger storande dofter. Hundarna placerades pa ett bord framfor
en stalkonstruktion, en sa kallad plattform framtagen av Hundnosen. Plattformen bestar av fem
brunnar tackta med galler samt med en forskjutbar ranna under brunnarna dar burkarna med
blodprover placerades (Bild 1). Rannan har plats for nio burkar. Hundarna fick nosa i alla
brunnarna och skulle sedan markera det blodprov som kom fran en cancerpatient (Bild 2).
Markeringen som anvandes i detta fall var en sa kallad frysmarkering, vilket innebér att hunden
ska stanna med nosen ovanfor aktuell brunn/prov (Bild 3). Hundarna belénades varje gang de
markerade rétt prov och efter varje markering flyttade hundféraren burkarna genom att skjuta
rannan under brunnarna at det ena eller andra hallet, och lat darefter hunden nosa igen. Detta
upprepades ett antal ganger under en traningsomgang. Mellan varje omgang rengjordes
plattform och burkar for att undvika att hundarna stordes av foregaende hunds doft/saliv.



Bild 1. Plattformen framtagen av Hundnosen. Fem gallerférsedda brunnar samt en férskjutbar ranna
med nio burkar i rostfritt stal dar blodproverna placerades.

Bild 2. Hunden nosar i samtliga brunnar for att utvardera var cancerprovet finns. Efter markering kan
hundforaren forskjuta rannan under brunnarna at olika hall for att upprepa proceduren



Bild 3. Hunden stannar med nosen ovanfor en av brunnarna (frysmarkering). Vid korrekt markering
sker beléning genom att en godisbit sl&pps ner till hunden. (Foto: Lotta Siverhall)

Under de forsta traningsomgangarna visste bade hundtranarna och hundférarna vilka burkar
som inneholl kontroller och vilken burk som inneh6ll ett tumorprov. | slutskedet av traningen,
innan blindtesten trinade de “enkelblindat”, dvs. hundtrdnarna visste vilka prover som var
kontroller och vilka som var tumérer medan hundférarna var blindade. Detta for att minska
risken for att hundférarna omedvetet ger hundarna subtila signaler vilka hundarna uppfattar
istallet for att de verkligen via luktsinnet avgor vilka prover som ar vilka.

Till en borjan anvandes blod fran tre individer i samma burk, bade for kontroller och for
cancerprover. Detta dels for att under uppstarten av traningen hdja koncentrationen doftdmnen
och dels for att minska risken for att hundarna larde sig kdnna igen individuella dofter. Under
senare traningsfas och under blindtesterna anvandes blod fran en individ i varje burk, bland
annat for att mojliggora for oss att fora protokoll pa varje enskilt prov samt analysera for andra
parametrar.



Testen

De kodade blodproverna delades upp i grupper om fem prover varav ett prov i varje grupp kom
fran en cancerpatient. Varken hundférare eller hundtranare visste vilka prover som var vilka.
Den enda person som kande till identiteten hos de kodade proverna befann sig inte pa plats
under genomforandet av blindtesten. Testen bestod av 20 omgangar, det vill sdga hundarna
stélldes infor 20 grupper med fem prover i varje grupp. Testupplédgget var samma som under
traningen med den skillnaden att hundarna efter varje testomgang fick ga in i ett annat rum dar
en likadan plattform stod preparerad med kanda prover, vilka de fick nosa pa upprepade ganger.
Detta for att hundforarna skulle kunna belona hundarna for markering vid rétt prov ett antal
ganger och befasta den kunskapen, da risk fanns att hundarna belonats for markering vid
felaktigt prov inne i blindtestrummet. Blindtesten genomférdes under tva dagar, med 10
omgangar under dag 1 och resterande 10 omgangar under dag 2. Hundtranarna/hundférarna
fyllde under blindtesten i en tabell, dar de for varje hund och for varje grupp med prover
antecknade vilket prov som hunden markerade for. Denna tabell &r sedan underlaget for vara
resultat.

Statistik

For att avgora om hundarnas prestationer 6vertraffade den niva man skulle ha forvantat sig av
slumpen réknade vi forst ut hur stor procentuell andel korrekta markeringar vi fick av hundarna
som grupp. Utifran dessa siffror raknades sedan en procentsats ut, vilken jamfordes med den
procentuella andel korrekta markeringar man kan forvénta sig av enbart slumpen. Detta testades
i statistikprogrammet Minitab med testet One-Sample Proportion, ensidigt test med
signifikansnivan 5 %. Testet raknar ut om en proportion av observerade vérden signifikant
skiljer sig fran ett specificerat varde. For att fa en dverblick 6ver huruvida ndgon tumaérform
tycktes lattare for hundarna att upptacka, eller om ndgon av hundarna presterade battre &n dvriga
réknades procentsatser ut for andel korrekta markering per diagnos samt andel korrekta
markeringar per hund. Detta framst for underlag till diskussion.

RESULTAT

Av 120 markeringar totalt (20 testomgangar med totalt 6 markeringar per omgang) fick vi 55
korrekta markeringar, vilket ger en procentuell traffsakerhet pa 46 % (55/120) totalt sett,
inbegripet samtliga hundar och samtliga diagnoser. Med 5 prover per omgang varav 1
tumarprov forvantas man fa 1/5 dvs. 20 % korrekta traffar enbart genom slumpen. Utifran testet
One-Sample Proportion erholls ett p-varde pa 0,000 raknat med en konfidensgrad pa 95 %
(konfidensintervall 0,367060; 0,551712).

Tabell 2 visar en sammanstallning over aktuella tumérdiagnoser som férekom i proverna
inklusive andel korrekta markeringar for respektive diagnos. | Tabell 3 ses en forteckning Gver
varje hunds individuella resultat under blindtesten.
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Tabell 2. Cancerdiagnoser forekommande i blodproverna

Hundarnas markeringar

Diagnos Totalt antal Antal rétt Andel réatt
Skivepitelscarcinom 6 5 83 %
Osteosarkom 12 7 58 %
Juvertumor 18 9 50 %
Lungtumaor 3 50 %
Histiocytart sarkom 6 3 50 %
Malignt lymfom 30 14 47 %
Mastocytom 18 8 44 %
Tumar nashala 12 3 25 %
Fibrosarkom 12 2 17%

Vid kontroll av respektive cancerpatients journal har inget samband hittats mellan grad av
malignitet och antal markeringar for respektive prov.

Tabell 3. Hundarnas individuella prestationer

Hund Andel korrekta markeringar  Traffsakerhet i procent

1/Akita 11/20 55 %

2/Tindra 11/20 55 %

3/Sniff 8/20 40 %

4/Keo 8/20 40 %

5/Saga 10/20 50 %

6/lce 7120 35%
DISKUSSION

Under genomfdrandet av denna studie har vi fragat oss: Kan hundar lukta sig till cancer i
blodprov? Det vill siga, verkar det finnas en generell lukt som utsondras i blodet oavsett
tumortyp? Ytterligare en fundering som funnits med i tankarna, och nagot som bor analyseras
vidare i framtida studier har varit: Hur tidigt i sjukdomsférloppet kan vi stélla diagnos?

Forhoppningen ar att denna pilotstudie ska kunna bista med lardomar infor vidare studier inom
amnet. Vi valde enklast méjliga upplagg och vara prover placerades i kategorierna frisk
(kontrollprov) eller sjuk (tumorprov). | de primara analyserna togs ingen hansyn till andra
parametrar. For att detta ska kunna fungera kravs saledes att alla typer av tumdrer utsondrar
samma eller liknande amnen, vilka hundar kan sarskilja fran friska kontroller. Alternativt att
sjukdomsprovernas lukt tydligt skiljer sig fran de friska kontrollerna fastan kanske pa olika satt.
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Om det senare ar fallet ¢kar risken for att sjukdom oavsett diagnos, sasom tumérsjukdom,
infektion, inflammation, endokrinopati etc. kan séarskiljas fran en fullt frisk individ men att det
da inte ar specifikt cancersjukdom som hundarna kan identifiera. Enligt studien av Willis et al.
(2004) fann man att hundar kunde hitta just cancer, i deras fall i urinprover, och att detta var
oberoende av annan typ av diagnos. Det Onskvarda vore att cancer i sig har en specifik och
generell lukt vilken utsondras till blodet och som man kan trana hundar att k&nna igen. Olika
cancerformer har troligen olika lukter (Horvath et al., 2008), men kan det finnas en kemisk
forening som forekommer i blodet hos alla med cancer, oavsett sjukdomens lokalisation?

Vara blodprover togs fran andra hundar, medan de flesta 6vriga studier inom d&mnet har anvant
sig av humanprover. Hunden har i manga sammanhang redan foreslagits som ett modelldjur for
manniskan, eftersom de lever i samma miljo som vi och drabbas av samma typer av sjukdomar
(cancersjukdomar, fetma, diabetes etc.), men pga. generellt kortare levnadslangd hos hund &n
hos méanniska sa ar sjukdomsforloppet mer overskadligt, vilket ar lampligt just i studiesyfte
(Rowell et al., 2011). I ett langre perspektiv hoppas vi darfor att de kunskaper vi forvarvar ska
kunna appliceras bade pa hundar och manniskor.

Resultaten fran vara tester ar inte entydiga. Hundarna som grupp lyckades hitta tumorproverna
bland prover fran friska kontroller i 46 % av fallen, jamfort med 20 % som vi hade kunnat
forvanta oss om hundarnas markeringar vore helt slumpmassiga. Detta indikerar att det finns
nagot i blodet hos cancerpatienter som hundar genom traning kan lara sig kanna igen. P-vérdet
pa 0,000 fran One-Sample Proportion testet kan tolkas som att det &r mindre an 0,1 % sannolikt
att hundarnas markeringar ar slumpmassiga (P < 0,05 tyder pa ett statistiskt signifikant resultat).
Forutsattningarna for en saker tolkning av resultatet fran detta test ar att alla sokhundar ar lika
skickliga samt att alla tumorer ar lika latta/svara att detektera i blodproverna. Underlaget i var
studie ar for litet for att sdkert kunna uttala sig om hur dessa forutsattningar uppfyllts. Resultaten
som kan ses i Tabell 2 pekar pa att tumordiagnoserna &r olika svara att detektera, men vi har
som sagt ett for litet underlag for att kunna dra nagra sakra slutsatser fran denna tabell. | Tabell
3 kan vi se att det verkar som att hundarna ar relativt jambordiga i sina férmagor. En liten
skillnad kan ses mellan hundarna men det ar ingen som markant sticker ut at det ena eller andra
héllet. Det ar inte heller nagon signifikant skillnad mellan de hundar som tranat cancersok under
en langre period (Tindra och Sniff) och de som trénat cancersok vid ca tio tillfallen (6vriga
hundar). De sex hundar som valdes ut av Hundnosens trénare att medverka under blindtesten
var av olika raser, kon och alder. Det finns med storsta sannolikhet individuella skillnader
mellan hundar i deras forutsattningar att bli skickliga s6khundar, vilket i méanga fall kan vara
oberoende av traningsmangd. Quignon et al. (2012) visade att den olfaktoriska formagan
varierar bade mellan individer och raser. Detta pd grund av att generna for olfaktoriska
receptorer uppvisar polymorfism i hog grad (Quignon et al., 2012). Det ar mojligt att ett annat
val av sokhundar hade gett ett annorlunda resultat, men dessa sex valdes ut bland de tillgangliga
sokhundarna for att de presterade bast under traningsfasens slutskede, da traningen i sa hog
grad som majligt liknade blindtesten. En svarighet med att arbeta med s6khundar &r att de maste
tranas kontinuerligt for att underhalla sin kapacitet. Idealiskt vore att ha méjlighet att vélja bland
fler val tranade hundar, men urvalet av hundar for var studie var begréansat, helt enkelt for att
det inte finns fler hundar som é&r tranade inom detta omrade.
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De falskt negativa svaren, det vill sdga de tumérprover som markerades i véldigt lag grad av
hundarna aterfinns langst ner i Tabell 2. Vid kontroll av respektive cancerpatients journal har
inget samband hittats mellan grad av malignitet och antal markeringar for respektive prov. Ett
intressant fynd ar dock att i frdga om de tre juvertumaérprover som vi hade tillgang till sa var
tva av mer malign karaktar och ett prov kom fran en hund med benigna tumdorer. De tva
forstndmnda proverna markerades av fyra respektive fem sokhundar, medan det benigna provet
inte markerades alls. Detta skulle kunna bero pa att maligna tumaorer utsondrar biomarkarer i
hogre grad &n benigna, vilket foreslogs i studien av Hori & Gambhir (2011). Maligna
juvertumarer ar saledes kanske en av de tumdérformer som hundar i hdg grad kan identifiera i
blodprover. | tabell 2 kan vi se att traffprocenten for juvertumdrer var 50 %, men om vi raknar
bort resultaten for det benigna provet sa blir traffsakerheten istallet 75 %. Det har &r intressant
i det avseendet att man med en framtida serologisk analys kanske redan i tidigt skede kan skilja
pa benigna och maligna tumarer, vilket spelar en betydande roll for vidare diagnostik, eventuell
behandling och inte minst prognos.

Bland de falskt positiva svaren, alltsd de ganger ett kontrollprov markerades av hundarna, var
det ett prov som markerades av fem hundar och tva prov som markerades av fyra hundar. De
tre aktuella kontrollhundarna &r fodda 2011-2012, tva hanar och en tik av olika raser. For att
utreda om det verkade finnas nagon typ av monster bland de kontrollprover som gav manga
markeringar gjordes en sammanstéllning av de prov som fatt mellan 3-5 markeringar (alltsa
markerats av halften eller fler av hundarna). Det handlar om atta prover, fran hundar av olika
kon, ras och alder. Man skulle kunna ténka sig att hitta foretradelsevis aldre hundar i denna
kategori, da risken for cancer okar med aldern och odiagnostiserade tumorer skulle kunna
forekomma men av de hundar som bidragit med dessa kontrollprover &r sju stycken fodda
mellan 2011-2014, och endast en aldre hund, fodd 2004 (tre markeringar). Vad det & som
sokhundarna kant av och markerat for ar oklart. Vid genomgang av journaler den 2 december
2015 hade ingen av de aktuella kontrollhundarna besokt UDS sedan blodprovstagningen i april-
maj 2015 annat an i egenskap av blodgivare. Givetvis kvarstar mgjligheten att nagon av dessa
kontrollhundar har en odiagnostiserad tumér, men det &r ingenting som missténks i nuldget.

Nar vart arbete befann sig i traningsfasen fick vi aterkoppling fran mycket positiva hundtranare
som lat meddela att de sag stor potential hos hundarna. De tycktes helt klart kdnna igen ett
cancerprov bland friska kontroller, oavsett cancerdiagnos. Aven nar hundforarna blindades
gentemot proverna fick de fortsatt goda resultat frdn hundarna. Kort darpd, under de
dubbelblindade testerna nar ocksa hundtranarna blindades sags inte alls samma lovande
resultat. Vad beror denna plotsliga resultatforsamring pa? Troligen ar det ett flertal faktorer som
spelat in. | borjan av traningsfasen hade man inte tillgang till s3 manga blodprover, varken
friska kontroller eller cancerprover. Man gjorde da sa att man endast flyttade pa proverna fran
de friska kontrollerna efter varje omgang medan man bytte ut cancerproverna, som det bara
behdvdes ett prov av per omgang. Det &r sannolikt att hundarna under traningen memorerade
de individuella lukterna hos kontrollerna och sedan markerade for det nya provet i varje
omgang. Och da det nya provet bland ett flertal valkanda dofter oftast var ett cancerprov fick
man ratt markering fran hundarna, men av fel anledning. Alltsa utan att de nddvandigtvis kande
en specifik ”cancerlukt”. Enligt Elliker et al. (2014) bor man alltid ha hundens olfaktoriska
minne i atanke vid framtagning av den har typen av studier, och det ar viktigt att man ar extremt
noggrann vid val av metoder for dubbelblindning for att undvika felkéllor (Elliker et al., 2014).
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I och med var efterlysning av friska hundar for donering av blod fick vi sa smaningom tillgang
till en betydligt storre mangd kontrollprover och under den sista traningsomgangen infor
blindtesten byttes dven dessa ut samtidigt som cancerproverna. Att ha tillgang till fler prover
var sjalvklart positivt, men det visade sig alltsa leda till betydligt samre resultat. Nu var plétsligt
alla prover nya i varje omgang, och hundarna blev forvirrade. Har kravs sannolikt att man
“omprogrammerar” hundarna genom att under en ldngre period trina dem pd endast nya
blodprover, sa att de lar sig vad det &r de ska leta efter. Det stélls stora krav dven pa hundférarna
i den hér typen av traning/studie. De ska kunna lasa av sina hundar korrekt och de ska vara sa
neutrala som mojligt, vilket kan vara svart dven nar de inte vet vilket prov som é&r vilket och vi
vet inte vad hundarna kan uppfatta som subtila signaler fran sina forare. Att man har en vl
faststalld markering ar viktigt, och att hundarna ar tydliga i sina markeringar, detta for att
sakerstalla att hundforarna gor korrekta avlasningar. Bade tranare och hundférare var lite
nervosa infor de dubbelblindade testen (detta har bekraftats muntligt av Hundnosens tranare),
vilket hundarna sannolikt markte och lat sig paverkas av. Detta kan ocksa ha bidragit till att
resultaten var battre dag tva (55 % korrekta markeringar) jamfort med dag ett (37 % korrekta
markeringar). Kanske vore det sékrare att genomfora fler tester, alltsa ”trdna” pa testerna nagra
ganger innan man laser av resultaten.

Som kontroller anvéande vi oss av prover fran hundar av olika kon, alder och ras, vilket kan ha
forsvarat arbetet for sokhundarna, da kontrollerna troligen utséndrar olika sammansattningar
av olika biomarkarer i olika stor mangd. Studier har visat att manniskor har individuella lukter
baserat pa deras sammansattning av VOC:s (Kusano et al., 2013), vilket sannolikt ocksa géller
for hundar, sa dven om vi hade anvant mer likvardiga kontroller skulle de antagligen ha
utsondrat olika lukter. En alltfor begransad kontrollpopulation skulle inte heller kunna utgora
grunden for framtagning av ett kliniskt vél fungerande test, da verkligheten inte ar sa pass
homogen. Ytterligare ett viktigt argument for vart val av kontroller &r att vi annars skulle ha
haft valdigt svart att fa tag pa ett sa pass stort urval olika blodprover. Trots vara generésa
urvalskriterier hade vi dock endast ett begransat antal prover att basera vara testresultat pa, och
i vidare studier vore det lampligt med ett storre underlag.

Vara test sdg ut sa att varje testomgang bestod av fem blodprover varav ett var tumérprov och
ovriga fyra var kontrollprover. Hundarna skulle markera ett prov i varje omgang genom att
stanna med nosen ovanfor den brunn de ville markera, en sa kallad frysmarkering. Vi hade
ingen specifik markering for “negativt prov”, och uppbyggnaden av testen tillat inte heller att
hundarna markerade for fler an ett prov per omgang. Ett alternativ hade varit att helt
slumpmassigt placera fem helt okénda prover i plattformen, vilket skulle ha lett till att vissa
testomgangar inneholl flera tumorprover och andra omgangar kanske skulle vara helt utan
tumaorprov. Detta ansag hundtranarna inte vara nagot bra alternativ, da hundarna enligt deras
regim tranas for att i varje omgang utféra en markering. Risken fanns da att hundarna i storre
utstrackning skulle ha markerat en kontroll i de fall inget tumdérprov fanns i rénnan, vilket skulle
leda till ett 6kat antal falskt positiva svar. Alternativet skulle ocksa ge ett storre antal falskt
negativa svar da hundarna och hundférarna inte heller tranades pa det scenario dar fler
tumorprover fanns i rannan samtidigt. For vidare trédning/tester kan man behdva arbeta fram en
annan slags markering for ”inget tumdrprov”. Detta dr en utmaning och ndgot som bor ses over
i samarbete med hundtrénarna.
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Vi kan se en skillnad i resultat fran de olika studierna som utvérderat hundnosen som potentiellt
hjalpmedel inom cancerdiagnostiken. Manga av de 6vriga studierna som refererats till i detta
arbete har visat resultat med sensitivitet och specificitet pa mellan 90-100 %, vilket vi i vara
tester inte riktigt uppnatt (vara resultat ar inte heller presenterade i proportionerna
sensitivitet/specificitet). Vad beror det pa att 6vriga studier tycks ha fatt battre resultat an vad
vi fick? Till att borja med har upplagg och fragestélining skiljt sig en del mellan de olika
undersokningarna, sa att gora direkta jamforelser ar svart. En viktig aspekt ar att vi i denna
studie har analyserat en rad olika cancerformer i samma test, medan 6vriga undersokningar
fokuserat pa en specifik cancerdiagnos. Det ar sannolikt lattare och ger mindre risk for felkéllor
att trana upp hundar att k&nna igen en viss typ av cancer an att lara dem hitta en generell lukt
for tumorsjukdom. Provmaterialet spelar kanske ocksa roll for hundarnas férmaga att identifiera
sjukdom. Vavnadsprov, utandningsluft och urin utsondrar sannolikt mer intensiva lukter &n ett
serumprov. Darfor ar det mojligt att det innebar en stérre utmaning att trana hundar pa just
blodprover jamfort med andra material. | studien av Willis et al. (2004) lyckades hundarna
genom att lukta pa urinprover detektera urinvagscancer i 41 % av fallen, jamfort med 14 % som
kunde forvantas av enbart slumpen. Detta sag forfattarna som ett bevis pa att det gar att trana
upp hundar att lukta sig till urinvagscancer i urinprov. Resultaten fran den studien liknar till
stor del de resultat som vi fick fastdn vara hundar letade cancersjukdom generellt och vi
anvande oss av blodprover istéllet for urin.

Sa om hundar kan lukta sig till cancer i blodprover och om vi med deras hjalp hittar en
gemensam biomarkdr som vi kan boérja analysera for att stélla en diagnos — hur tidigt i
sjukdomsforloppet kan det vara mojligt att fanga upp dem? Enligt Hori & Gambhir (2011) kan
en tumor hos manniska véaxa i 10.1 ar och bli 20.44 mm3 stor innan den kan upptéckas med
befintlig blodanalys. Huruvida dessa siffror kan extrapoleras till tumérer hos hundar ar inte
klarlagt, men sannolikt. Malet maste saledes vara att ta fram en ny analysmetod som kan fanga
upp sjukdomen tidigare. Williams & Pembroke (1989) rapporterade om en hund som frekvent
nosat pa ett av agarens fodelsemarken och till och med forsokt bita 6ver detta. Det maligna
melanom som upptécktes var 1.86 mm tjockt, och efter avlagsnande av detta har kvinnan varit
frisk utan aterfall, vilket da bor innebara att ingen spridning hade hunnit ske. Darmed finns
mojligheten att en tumor borjar vara detekterbar for en hundnos redan i tidigt skede. Huruvida
biomarkdrsutsondringen till blodet ar tillracklig i detta tidiga skede aterstar dock att ta reda pa.
Enligt Johnston et al. (2014) ar utspadningen av &mnen i blodet ett problem &ven for de basta
befintliga analysmetoderna, men majligheten finns att en hundnos kan detektera lagre nivaer
av en aktuell biomarkar an vad dvriga analyser klarar av. Vidare foreslar Johnston et al. (2014)
anvandandet av cirkulerande antikroppar i blodet, sa kallad immunosignatur, for att forstarka
biomarkdrsignalen och mojliggora tidigare cancerdiagnos via blodanalys. Deras studie berérde
specifikt lymfom, men forfattarna slar ocksa fast att de flesta typer av cancer genererar ett
cellulart och humoralt immunsvar varféor man kan anta att det & mojligt att analysera
immunosignaturen &ven hos andra cancerformer.

Sa hur ser hundens roll ut inom framtida cancerdiagnostik? Kanske framst som ett potentiellt
hjalpmedel pa vag mot att hitta ett nytt analysverktyg, snarare an som ett analysverktyg i sig
sjalva. Aven om man skulle lyckas designa en analysmetod for tidig detektion av cancer i
blodprov skulle det sannolikt krdvas vidare diagnostik, for att utreda lokalisation, stadie etc.
Huvudsyftet med forskningen ar kanske inte att hitta en metod som kan ersatta befintlig
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diagnostik, utan snarare att hitta nagot som kan mdjliggora tidigare diagnos och darmed ge
battre behandlingsresultat och prognos. Ett serologiskt test ar kostnadseffektivt, i stort sett
riskfritt och minimalt invasivt. Det skulle &ven kunna underlatta rutinkontroller och uppféljning
av cancerpatienter.

De blindtest som &r underlag for resultaten i denna studie har enligt hundtrédnarna varit larorika
och man har tack vare dem borjat tanka i nya banor. Redan nu finns planer pa hur man ska ga
tillvaga for att finslipa och forbattra upplagget av hundtraning och tester infor vidare studier.

KONKLUSION

Den slutsats vi kan dra i och med vara testresultat ar att hundar kan tranas upp for att lukta sig
till cancer i blodprover i stérre utstrdckning &n vad man kan forvanta sig av slumpen. I den har
pilotstudien fick vi en traffsakerhet pa 46 % av den grupp pa 6 sokhundar som deltog. Denna
andel skulle antagligen kunna forbéttras genom modifiering av studiedesign och
traningsupplagg och for detta behdvs kunskap, tid och inte minst ekonomiska medel, vilket i
dagslaget ar en av de stora utmaningarna.
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Henrik Ronnberg for idé, uppstart och hjélp under arbetets gang, samt for tillhandahallande av
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tack till Akita, Tindra, Sniff, Keo, Saga och Ice samt deras duktiga hundforare.

Alla hundar som donerade blod som normalkontroller, och alla hundagare som lat dem delta i
studien.

Inger Lillieho6k och ovriga medarbetare pa Klinisk kemiska laboratoriet for
blodprovsanalyserna fran vara normalkontroller.
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APPENDIX 1

Remiss till Klinkemlab KOD: FO-
HENRON

Projekt: Halsokontroll hund
Ansvarig: Henrik Ronnberg,

Henrik.Ronnberg@slu.se, ankn 1363, Mobil:

DD Ras: oo
Foddar: .................oeeils

Kon: QKastrerad tik, Ukastrerad hane, Qintakt tik, Qintakt hane, Usuprelorinbeh Vikt: ........... kg

Varilopeykeln: ........oooveeniiiiiiiiiiiiiei, Nar at hunden senast:

............................ timmar sedan

EDTA-blod garna 1ml, serum ca 4ml blod (el 1,5ml serum), citrat 3,8ml fér PT/APTT/D-dimer,
om TEG skall analyseras - ring da innan provet tas 1623. Citratprovet skall ej tas forst, fyll exakt
till markering pa roret. Slang citratréret om problem vid provtagningen.

Information till lab:

e Kemi o hematologianalyserna bestalls i Labmaster under bestéllarkod: FO-HENRON

e Remissen kopieras och foljer med respektive ror. Provsvar till Henrik pa mailen

e  Om EDTA-roret kommer till Advia inom 1 timme kor provet och [&mna det sedan direkt till
Immulite for analys av ACTH (ingen LM-bestéllning). Kylférforvaras!

e Sparalappar pa serum/citrat. Serum/plasma delas helst i tva sma frysbara ror (-70)

0 S-ALAT, Albumin, ALP, CRP, Gallsyror, Glukos, Kalcium, Kalium, Kreatinin, Protein. Serum
delas i tva sma frysbara ror (-70) och stélls i 1&da i vita frysen markt FO-HENRON 2015.

O HEMA + CDDIFF + BTPK. Advia-resultaten godkanns om de ser ok ut (streck pa rod blodbild)
—annars manuell diff. Inga utstryk behdvs om Advia-resultat godkanns, men spara plottar i parm vid
Advia. Om SPARA-lapp pa EDTA-roret, spara roret till blodbanken (hela eller cellpelleten). EDTA-
roret kommer till Advia inom 1 timme kor provet och 1dmna det sedan direkt till Immulite fér analys
av ACTH. Kylférforvaras!

Q  Citratror (bestélls ej i LM). Kér TEG om prov inom Yatimme. Mark med HENRON + labnumret
och sétt kurvan i parm (refv) i 6verskap. Kér om mojligt APTT, PT och D-dimer, spara citratplasma i
1-2 ror i frysen vid Advia, lada markt FO-HENRON 2015. Finns speciellt protokoll for resultat i parm
i Overskapet.
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APPENDIX 2

Provtagning KodnrTumdr/Normal Ras Koén Fodd
datum

19-feb / N Golden retriever Tik 2007
19-feb / N Golden retriever Tik 2013
19-feb / N Vit herdehund Tik 2011
19-feb + 04-jun 4R N Collie, langharig Hane 2011
05-mar / N Blandras Hane(kastr) 2012
05-mar / N Boxer Hane(kastr) 2011
05-mar / N Boxer Hane 2012
05-mar / N Blandras Hane 2007
05-mar 4H N Golden retriever Tik 2013
05-mar 1A T Labrador retriever Hane(kastr) 2008
05-mar 1F T Briard Hane 2008
05-mar 1B T Dvérgpudel Tik 2003
05-mar 1G T Cairnterrier Tik (kastr) 2004
19-mar 1E N Labrador retriever Hane 2012
19-mar 1 N Schéfer Hane 2009
19-mar 1C N Golden retriever Hane 2009
19-mar 1H T Schéfer Tik 2004
19-mar 11 T Drever Hane 2007
19-mar 1D T Glen of imaal terrier  Tik 2001
27-mar 3P T Bichon havanais Tik 2010
16-apr 17 N Flat coated retriever  Hane 2013
16-apr 1X N Labrador retriever Tik 2012
16-apr 1Y N Blandras Hane 2010
16-apr v N Labrador retriever Hane 2013
23-apr 4U N Golden retriever Hane 2012
28-apr 2C N Jack russel terrier Hane 2014
28-apr 2D N Blandras Hane(kastr) 2011
28-apr 2E N Blandras Hane(kastr) 2007
28-apr 2F N Tollare Hane 2014
28-apr 2G N Pointer Hane(kastr) 2003
28-apr 2H N Welsh springer spaniel Hane 2006
28-apr 21 N Cocker spaniel Tik (kastr) 2014
29-apr 2A N Schafer Hane 2007
29-apr 2B N Golden retriever Hane 2008
29-apr 2] N Jamthund Hane 2007
29-apr 2K N Blandras Tik (kastr) 2004




04-maj
04-maj
04-maj
04-maj
04-maj
04-maj
04-maj
04-maj
04-maj
04-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
05-maj
06-maj
06-maj
06-maj
06-maj
06-maj
06-maj
06-maj
06-maj
06-maj
06-maj
06-maj

3N
3L
3F
31
3G
3M
30
3H
3K
3E
3D
3A
1K
1L
1M
IN
1P
1S
1T
2N
20
2P
2Q
2R
2U
2V
2X
27
3uU
4C
4B
4E
4D
3X
3R
3V

3Q

8BS

Z2 2 2 2 2 Z2 Z2 Z2 2 Z2 2 Z2 2 Z2 2 Z2 2 Z Z2 Z2Z 2 2 2 2 2 Z2 2 Z2 2 Z2Z 2 Z2 2 2 2 2 2 Z2 2

Riesenschnauzer
Blandras

Flat coated retriever
Tollare

Breton

Jamthund

Tik (kastr)
Hane
Hane

Tik

Tik

Tik

Perro de Agua Espafiol Hane

Blandras

Jack russel terrier
Dvérgpinscher
Tollare

Australian sheperd
Border collie
Border collie
Border collie
Labrador retriever
Border collie
Border collie
Border collie
Border collie
Border collie
Border collie
Border collie
Labrador retriever
Border collie
Bostonterrier
Border collie
Border collie
Rhodesian ridgeback
Rhodesian ridgeback
Finsk lapphund
Tysk spets
Bearded collie
Border collie
Border collie
Border collie
Kooikerhondje
Mellanpudel

Flat coated retriever

Hane(kastr)
Hane

Tik

Hane

Hane

Tik

Tik

Hane

Tik (kastr)
Hane

Tik (kastr)
Hane

Tik

Tik

Tik

Tik
Hane(kastr)
Hane(kastr)
Tik

Tik

Hane

Tik

Tik

Hane

Hane

Hane
Hane(kastr)
Tik

Tik

Hane

Tik

Tik

2013
2010
2013
2012
2006
2014
2013
2002
2014
2013
2013
2011
2007
2009
2012
2002
2013
2002
2008
2014
2009
2010
2007
2008
2008
2014
2010
2014
2010
2006
2012
2010
2009
2008
2006
2012
2011
2007
2009




06-maj 3T N Golden retriever Tik 2014

06-maj 3z N Blandras Hane(kastr) 2010

07-maj 41 N Blandras Tik (kastr) 2008

07-maj U T Staffordshire bullterrierTik 2004

07-maj 2L T Blandras Hane(kastr) 2009

07-maj 4] N Golden retriever Tik 2009

07-maj 4L N Shetland sheepdog Hane 2013

21-maj 4T N Boxer Tik 2012

21-maj 3B T Rottweiler Hane 2008

04-jun 2S T Eng springer spaniel ~ Tik
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