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Abstrakt

Formalet med ”Kropslugte — Lugte som biomarkgrer for cancer”, har
veeret at finde en sammenhang mellem flygtige forbindelser, der udskilles
fra kreeftpatienter, og molekylaere sygdomsprocesser, der er relateret til
cancer. To forklaringer pa andret lugt hos kraftpatienter kan veere: 1.
kreeftcellers metabolisme, herunder forgget oxidativt stress” og lipid
peroxidation. 2. Z/Endringer i immunforsvaret ("tumor escape’), herunder
’major histocompability complex-"/(MHC)-molekyler, der praesenterer
antigener pa celleoverfladen. Analyser med gaskromatografi-
massespektrometri (GC-MS) og megnstergenkendelsesprogrammer har
resulteret i en raekke forslag til markerer for cancer, f.eks.: alkaner,
methylerede alkaner, aldehyder, isopren, toluen, benzen, m.fl. Indikation
for seerlige lugte af forskellige kraefttyper (’signaturlugte”) er givet med
bade GC/MS, elektroniske naeser” (“gas sensor array”) og ved brug af
detektorhunde (’cancer detector dogs”).



Abstract

The purpose of “Body odours — Odours as biomarkers for cancer” has been
to find a connection between volatile compounds, excreted from cancer
patients, and molecular disease processes related to cancer. Two
explanations to the changed odour from cancer patients can be: 1. The
metabolism of cancer cells, including increased *“oxidative stress” and lipid
peroxidation. 2. Changes in the immune defence (“tumour escape”)
including “major histocompability complex- (MHC)-molecules, presenting
antigens on the cell surface. Analyses using gas chromatography/mass
spectrometry (GC/MS) and pattern recognition programs have resulted in
a number of suggestions to markers for cancer, e.g. alkanes, methylated
alkanes, aldehydes, isoprene, toluene, benzene, and others. Indication of
special odours from different types of cancer (“signature odours’) has been
achieved both by means of GC/MS, “electronic noses’” (*‘gas sensor array’),
and by use of detector dogs (“cancer detector dogs™).
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Forord

... en komplet, omfattende forstaelse af lugt ... forekommer maske ikke som et dybsindigt nok
problem til at dominere livsvidenskaberne, men det indeholder, stykke for stykke, alle
mysterierne.”

Lewis Thomas (Shepherd, 2004)

Der findes rigtig mange gode grunde til at beskeaftige sig med kropslugte. Hvis man skal tro
parfumeindustrien, har vores lugt stor betydning for vores sociale liv, erhvervsmaessige
succes, og lykke i keerlighedslivet — for slet ikke at tale om sex!*

”Kropslugte — Lugte som biomarkgrer for cancer” skal imidlertid ikke handle om
parfumeindustriens syntetiske dufte, men derimod om de lugte vores egen krop udsender, og
det skal vise sig, at de er mindst lige sa interessante. Undersggelser har eksempelvis vist, at
kvinder finder lugten af maend mest behagelig, hvis manden har et immunsystem, der er
forskelligt fra hendes eget. Denne evne til at lugte forskel pa meands genetiske konstitution,
svaekkes, hvis kvinden tager p-piller. Kropslugte kan derfor kaeedes sammen med den hgje
forekomst af skilsmisser. Holder kvinden op med at tage p-piller, f.eks. hvis hun gerne vil
veere gravid, kan hun finde ud af, at hun egentlig ikke bryder sig om lugten af hendes mand.

Fokus pa dette projekt skal imidlertid veere mulighederne for at benytte viden om kropslugte
inden for lzegevidenskaben. Vores kropslugt pavirkes eller @ndres af en lang raekke
sygdomme, f.eks. infektioner og sjeeldne stofskiftesygdomme: "fiskelugt syndrom”
(Trimethylaminuria), "maple syrup disease”, m.fl., og det har veeret fremme, at kraeft ledsages
af en karakteristisk lugt. Projektet er delvist inspireret af en tv-udsendelse om brugen af
detektor-hunde til at diagnosticere kreeft. Endog er en psykisk sygdom som skizofreni blevet
knyttet til en bestemt lugt. Stoffet har det kemiske navn “trans-3-methyl-2-hexenoic acid”.

Hvis det er muligt med tilstreekkelig sikkerhed, at koble forskellige lugte eller blandinger af
lugte (lugtprofiler) til bestemte sygdomme, giver det en reekke muligheder inden for
legevidenskaben. Hunde og elektroniske naeser vil maske kunne bruges til hjelp for
screening og tidlig diagnosticering af alvorlige sygdomme som kraft, samt lgbende
overvagning af sygdommen. Finder man lugtmolekyler, der er karakteristiske for en sygdom,
har man samtidig maske fundet frem til noget centralt omkring sygdommens natur
(terapeutiske mal), der vil kunne udnyttes i behandlingen.

Lidt om forfatterens baggrund

Hvad forfatterens eget studieforlgh angar, ger ” Lugte som biomarkarer for cancer” det muligt
at fi en masse ting til at ga op i en hgjere enhed. Mit bachelorprojekt handlede om
"Legeplanter og kraft”, hvor jeg kom ind pa mulighederne for at benytte ”sekundaerstoffer”
fra planter i sygdomsbehandlingen. Herunder den alternative form for behandling, der hedder

17| 1770 vedtog det engelske parlament en lov, der ophavede retsvirkningen af ethvert &gteskab, som gommen
mente han var blevet lokket til ved hjeelp af parfume: ”Any woman who shall entrice into marriage one of His
Majesty’s subjects by means of any perfume shall be condemned as a Scorcerer, and that marriage shall be
declared null and void.” (Skovenborg, 2000)



“aromaterapi”. Mit bifag er filosofi, hvor jeg har skrevet bachelorprojekt om ”Helse- og
sygdomsmodeller 1850-2000”, hvilket giver en baggrund inden for medicinsk filosofi.
Ligeledes kommer mit eksperimentale kandidatprojekt om ”The DNA binding properties of
RCTB and Replication in Vibrio cholerae” til god gavn, da det handlede om proteiner, og
proteiner spiller en vigtig rolle inden for "individuel genkendelse (”signaturdufte™) og
transporten af duftstoffer, bade inden for kroppen og i miljget som duftmarkeringer.

Afslutningsvis vil jeg n&vne noget andet, jeg har veeret rigtig glad for, nemlig at projektet
abner for muligheden for at kombinere molekylarbiologi med adfaerd, som har interesseret
mig meget. Mange af undersggelserne, der er brugt i projektet, baseres pa dyrs
adfeerdsmaessige reaktioner pa de duftstoffer man udsatter dem for. Hvilket rejser en
interessant problemstilling: Hvor gode er vi til at forstd dyr med en veludviklet lugtesans,
f.eks. hunde. Maske misforstar vi dem konsekvent?

’Maden hvorpa hunde og endog katte forekommer at forudse maden deres ejere vil opfare sig
pa eller deres folelsesmassige tilstand, opmuntrer mennesker til at tilleegge hgj grad af
opmarksomhed til deres keeledyr. Det kunne vare at en art som mennesket med relativ darlig
lugtesans, mister en masse af hundens informationskilder. Den omhu og den enorme
skarphed, hvormed hunden sniffer til duftmarkeringer, antyder at meget potentiel information
er tilgeengeligt, men dens pracise natur er stadig ukendt.”” (Sommerville og Broom, 2001)

Hvad jeg forestiller mig er, at man ved forskning i lugtstoffer vil kunne fa en hel verden til at
abne sig.

God forngjelse med laesningen.

Morten A. Larsen

Takkeliste: Anita Jensen (dogsdating.net), Dr. Carolyn Willis (Research Director, Department
of Dermatology, Amersham Hospital), Professor Gyorgy Horvath (Sektionen for
gynekologisk onkologi, Sahlgrenska Universitetssjukhuset, Géteborg) Dr. Med. Lisa
Sengelgv (Konstitueret ledende overleege, Okologisk afdeling Herlev), Michael McCulloch
(Pine Street Foundation), Niels Holm (Ledende overlaege, Onkologisk afd. R, Odense
Universitetshospital)?, DVM, Dr. Vet. Sci. Vibeke Dantzer (Associeret professor, Institut for
Basal Husdyr- og Veterinarvidenskab/Anatomi & Cellebiologi, Det Biovidenskabelige
Fakultet, Kgbenhavns Universitet).

Dedikation: “Kropslugte — Lugte som biomarkarer for cancer” er tilegnet min mor, Jette
Larsen, for trofast hjeelp gennem studietiden.

2 »Kropslugte — Lugte som biomarkarer for cancer” fremlaegges for afdelingen september 2008.



1. Menneskets kropslugte

“... mennesket kunne lukke deres gjne for storhed, for skreek, for skanhed, og deres grer for
melodier eller bedrageriske ord. Men de kunne ikke flygte fra deres kropslugt. For
kropslugten var broderen til andedrattet.”

(Patrick Siiskind: Perfume. The Story of a Murderer, 1986)

Menneskekroppen afgiver hele tiden lugtstoffer (odoranter), dvs. flygtige lavmolekylare'
forbindelser, der spredes gennem luften, og kan detekteres af mennesker og dyr gennem
lugtesansen.

Kropslugte kommer bl.a. fra huden, sved og ande, eller kropsudskillelser som urin, faeces og
flatus. Hermed er mennesket konstant omgivet af en usynlig sky af lugte (“duftboble™)?, og
mennesket afgiver hele tiden lugtspor i sine omgivelser. Mennesket betragtes sedvanligvis
som en “mikrosmatisk™ art, dvs. menneskets lugtesans er ikke specielt veludviklet. Til
gengeld regnes f.eks. hunde til at vaere "makrosmatikere”, hvorved de mé antages at kunne fa
information ud af kropslugte og lugtspor, mennesket ikke er bevidste om.

Inspirationen til "Kropslugte — Lugte som biomarkerer for cancer”, kom fra en TV-
udsendelse’, om hunde, der tilsyneladende kunne lugte sig frem til om mennesker har krzft.
Rationalet er derfor, at detektor-hunde méske kan bruges til screening og tidlig
diagnosticering, hvilket kan give foraget overlevelse for kraeftsyge.

1.1. Lugten af cancer

I bogen ”Den hvide Verden”, beretter forfatterinden, Jane Aamund, om egne erfaringer med
kreeft, herunder en karakteristisk lugt. Aamunds svigerinde Suzanne Bjerrehuus er kommet pa
hospitalet med en haevet mandel: "Forst ndr hendes mandel er opereret ud, far vi at vide om
det er kreeft, men jeg ved det i samme ojeblik. Jeg kan genkende kreftens lugt, som jeg panisk
opdagede hos mig selv under min egen strdlebehandling. Den sedlige lugt, som der altid er
der, nar en af mine katte har gemt en ded mus. Jeg finder den altid.” (Aamund, 2000)

Har Aamund en helt enestdende evne til at lugte kraeft, eller er det bare noget hun bilder sig
ind? Et andet eksempel fra det anerkendte medicinske tidsskrift, The Lancet: Mrs. M: Vi
besogte Johns far da han var pé hospitalet deende af tarmkreaeft. Jeg husker den ubehagelige
lugt, der trods plejepersonalets indsats, hang ved hans seng til det sidste. Sa du kan forestille
dig min raedsel, en dag — det ma have veret omkring 3 méneder siden — jeg mearkede den selv

! Lugtstoffer har en gvre graense for molekylervagten (MW) pa ca. 300 Da. Tungeste kendte lugtstof er labdan
med en MW pa 296 Da. (Smith og Spanel, 2007 og Zarzo 2007) Derudover athanger lugtstoffers flygtighed bl.a.
af deres polaritet.

% “Det gadefulde sprog — hudens kommunikation” (Fyrand, 1997), se endvidere: The secret cloud that surrounds
us” (Doyle, 1970))

3 Kan hunde lugte cancer? (Can Dogs Smell Cancer?; Videnskabsprogram fra BBC fra 2005); DR2 25/01-2007:
kl. 20.00.



samme lugt fra John — det var for problemerne virkelig startede. (Oversat: Lehman og
Freimer, 1983)

I National Geographic artiklen, ”The intimate sense of smell”, fortelles det fra en
sygeplejerske, at mavekreft lugter af geering®. (Gibbons, 1986).

En meget dramatisk beretning om lugten af en kraftpatient findes i Journal of Dermatology:
En 55 aring mandlig bryggeriarbejder kommer til l&egen, da hans kolleger nagter at arbejde
sammen med ham, fordi han stinker. En senere hospitalsundersggelse viser, at han har et
kaempe kraeftsdr (nekrotisk krater) 1 skridtet, der helt har edelagt hans penis. Tilstanden
beskrives séledes, at lugten ikke kun kommer fra kreeftsdret, men har karakter af en generel
meget ubehagelig kropslugt. (Liddell og White, 1975)

H‘*
En lille sporgeskemaundersogelse

Med henblik pa at afklare, hvor almindeligt det er, at laeger bemerker en karakteristisk lugt i
forbindelse med cancer, har forfatteren foretaget en lille spergeskemaundersogelse med
henvendelse til kreeftafdelingerne pa de danske sygehuse.

Kreefttype Lugt-beskrivelse Hert om indikation af Kilde
cancer fra keeledyr
Store svulster i underlivet | Radden (Nekrose) Nej Hanne Havesten
(overlege)

Cancer generelt Kraeftpatienter lugter ikke | Nej, aldrig Helle-Rung Hansen
anderledes end den (reservelege)
resterende del af
befolkningen.

Henfald i store tumorer Rédden Nej Kirsten M. Nielsen

(fistler) (Nekrose/Anaerobe
bakterier)

Lungecancer Rédden lugt fra munden | Nej Vibeke Kirk Parner

(1. reservelaege)

Vulvacancer Sur/syrlig (lugter som

svampeangreb)

Tabel 1.1. Resultat af spergeskemaundersogelse, hvor der blev rettet henvendelse til danske
krzeftafdelinger og spurgt om de havde observeret en karakteristisk lugt i forbindelse med
krzeftsygdomme, og hvorvidt de havde hert om, at patienter var blevet ”alarmeret” af keeledyr. Resultatet
indikerer af store svulster kan have en riadden lugt. Kirsten M. Nielsen bemzerker, at der ikke er lugt fra
sma cancere uden tilherende infektion. Spergeskema: (Bilag 1).

Flere leeger har bemarket en sur eller rddden lugt fra cancer (Tabel 1.1), hvorved de bekrafter
ovenstidende beretninger. En kraftlege forteller mere uddybende, at sméa cancere, uden
tilherende infektion, ikke lugter, mens cancere med rad og fistler i nogle tilfeelde kan lugtes
over en hel afdeling (Kirsten M. Nielsen, personlig kommunikation).

En forklaring pé lugtene, er at de nekrotiske kroniske sér, der forekommer 1 forbindelse med
nogle former for cancer, kan vare inficerede med anaerobe bakterier, f.eks. Bacterioides,

* Forfatteren har selv observeret en skarp lugt af gaering” fra en bekendt, der havde faet mavekraft. Knuden
blev beskrevet som pé sterrelse med en tennisbold.




Enterobacter eller Escherichia coli. Det gaelder sarligt cancere i hoved og halsregionen. Den
kraftige lugt fra nekrotiske kroniske sar, kan fore til reduceret selvverd og social isolation.
Disse patienter placeres ofte pa enkeltvaerelser.” (Warnke et al., 2006)

Et andet resultat var, at ingen leeger havde hert om indikation af kraeft fra kaeledyr, hvilket kan
tyde p4, at det ikke er sa almindeligt, at hunde fér deres ejere til at ga til legen med noget, der
efterfolgende viser sig at veere kraeft. Emnet behandles mere udferligt i kapitlet:
”Detektorhunde: Kan hunde lugte kreft?”.

Der findes altsa flere mere eller mindre samstemmende beretninger om, at der findes
karakteristiske lugte 1 forbindelse med kraeft, og i tilfeeldet med den 55 &rige bryggeriarbejder,
skulle kreeften have pavirket hans generelle kropslugt. Hvad der imidlertid ikke er klart er, om
det er “kreeften-i-sig-selv”’ (kraeftcellerne), der giver anledning til den beskrevne lugt, eller om
det er ledsagefeenomener, f.eks. tilhgrende infektioner.

Til afklaring af dette spergsmal vil de to folgende afsnit give en naermere beskrivelse af den
”duftboble”, der omgiver henholdsvis raske og syge mennesker. Forstielse af denne lugt-
matrix er en forudsatning for vurdering af om kraften-i-sig-selv har en karakteristisk lugt.

1.2. Lugte fra det sunde menneske

936

’Vask dig ikke, jeg kommer hjem.
(Napoleon, 1769-1821)

Mennesker lugter. Den australske zoolog, D. Michael Stoddart, har endda skrevet en bog med
titlen: "Den duftende abe”’ (Stoddart, 1990), hvor han haevder at mennesket er den primat,
der har den sterste koncentration af duftkirtler i huden. Hvilket kan indikere at menneskets
kropslugt har sterre betydning end vi maske umiddelbart gar og forestiller os. Her teenkes
specielt péd kropslugtenes sociale betydning, og betydningen i relation til partnervalg og
konsliv. I begge tilfelde vil darlig &nde og svedlugt kunne st 1 vejen for succes.

Mennesket har sé lert delvist at skjule darlige kropslugte ved moderne hygiejnisk praksis og
paforing af deodoranter og parfumer.

> Plantemedicin (palliativ behandling): Antibakterielle essentielle olier, f.eks. fra Eucalyptus er blevet anvendt
med succes som palliativ behandling til patienter med ildelugtende nekrotiske kroniske sér. Ikke alene athjalp de
essentielle olier lugtgenerne, de fremmede endvidere sarhelingen. (Warnke et al., 2006)

6 »Nér Napoleon var klar til at vende hjem fra slagmarken, sendte han Josephine budskabet: “Ne te laves pas, je
reviens.” — "Vask dig ikke, jeg kommer hjem.” Den franske kejser kunne godt lide sin elskerindes naturlige,
uvaskede lugt.” (Lacoste, 1987)

7 Oversat fra originaltitlen: “The Scented ape” . (Stoddart, 1990)



Huden

En af de primare kilder til menneskets kropslugt, er som tidligere navnt duftkirtlerne i huden.
Her skelnes mellem: 1. Apokrine svedkirtler, der afgiver 1-10 pl lugtende sekret per degn.
Det apokrine sekret kan vaere malkeagtigt, gulligt eller endog redligt. Interessant nok kan
disse kirtler udtemmes ved folelsesmassigt eller psykologisk stress. 2. Ecrine svedkirtler, der
hovedsagelig afgiver vand til afkeling. 3. Talgkirtler, hvis funktion er at afgive en olicagtig
substans til beskyttelse af huden. (Barnett og Bender, 1969; Stoddart, 1990 og Schaal og
Porter, 1991)

Nermere oplysninger om den kemiske sammensatning af sved og talg, kan ses i
nedenstdende tabel.

Apokrin sved: Protein (10 %), fedtsyrer: propionsyre og isovaleriansyreg, cholesterol, ammoniak, reducerende
sukkerstoffer og steroider (0.02 %)°.

Ecrin sved: vand (99 %), inorganiske salte (Na+, Cl-, bicarbonat); organiske stoffer: urinstof, laktat, frie
aminosyrer, proteiner, albumin, globulin, prostaglandiner, histamin og esteraser.

Talg: Triglycerider, voksestere, squalen, cholesterolestere og cholesterol. 10

Tabel 1.2. Den kemiske sammensztning af sved og talg. Kortkaedede fedtsyrer, ammoniak og til en vis
udstrzekning steroider, kan betragtes som flygtige, mens mange af de resterende stoffer har betydning
som substrater og matrix for dannelse af hudens lugte. (Schaal og Porter, 1991).

De apokrine svedkirtler er ikke jevnt fordelt ud over kroppen, men findes sarlig koncentreret
1 bestemte omréder, gerne associeret til kropshar: armhuler (axillae organ), brystvorter
(areolae), navleregion (periumbilical), over og omkring kensorganerne, omkring anus
(circumanal), ansigt og harbund. (Stoddart, 1990 og Schaal og Porter, 1991)

Huden kan betragtes som en matrix for udskillelsen af kropslugt. Hertil hegrer hudens
mikroflora, der har afgerende betydning for dannelsen af svedlugt: micrococci, diphtheroider,
propionibakterier og gaersvampe (f.eks. Pityrosporum)''. Den mikrobielle aktivitet atheenger
af: varme, fugtighed og hudens glathed, herunder tilstedeverelsen af: anaerobe hudfolder,
rynker og hulrum. Har har betydning, fordi de kan binde duftstoffer og forage
overfladearealet, mht. bakteriel veekst og fordampning. Endvidere afstoder huden hele tiden
dede hudceller, der bidrager til lugten med epiderme lipider: frie steroler (cholesterol), mono-,
di- og phospholipider. (Stoddart, 1990; Schaal og Porter, 1991 og Troccaz et al., 2004)

¥ Lugter af “sure taer”. (Curran et al., 2005)

? Mandesved indeholder steroiderne: 5o-adrost-16-en-3-one og androsta-4,16-dien-3one, og de afledte alkoholer:
So-adrost-16-en-3a-ol og androsta-4,16-dien-3a-ol (Troccaz et al., 2004). Androsterone fra spyttet hos orner far
seer til at indtage parringsposition (lordosis) (Marchese et al. 1998 og Loebel, 2000). Derudover pavirker Sa-
adrost-16-en-3-one menstruationscyklus hos kvinder og cyklus hos kvag (Marchlewska-Koj, 2001). Steroider og
de afledte alkoholer er meget kraftigt lugtende (Troccaz et al., 2004)

' Der er raceforskelle mht. antallet af apokrine svedkirtler hos mennesker, f.eks. findes apokrine svedkirtler ikke
hos de fleste japanere, hvilket kan give anledning til lugtforskelle mellem menneskeracerne. (Sommerville og
Gee, 1987)

"' Pityrosporum ovale udskiller bl.a. y-laktoner, der giver en karakteristisk lugt af urent har. (Schall og Porter
1991) Bakterier isoleret fra armhulen: Corynebacterium tuberculostearicum, Corynebacterium minutissimun,
Staphylococcus epidermis, Staphylococcus haemolyticus og Bacillus licheniformis. (Troccaz et al., 2004)




Den kemiske forbindelse, der giver det kraftigste bidrag til svedlugt: ”(E)-3-methyl-2-
hexenoic acid”. (Curran et al., 2005) Maleresultater fra kemisk analyse af hudens lugte: (Bilag
2), herunder arstidsvariationer: (Tabel B2.2).

Ande og kropsudskillelser (sekreter)

En anden betydelig kilde til kropslugt, er den dnde, der frembringes i luftveje, fra mave og
mund. Derudover afgives lugt fra kropsudskillelser som: slim, spyt, tarer, maelk, urin,
udskillelser fra kensorganer: szed og skedesekret, faeces, tarmluft (flatus), og erevoks'?
(Cerumen). (Hayden 1980 og Schaal og Porter 1991)

Oplysninger om den kemiske sammensatning af ande, og ovennavnte kropsudskillelser, kan
findes i1 nedenstaende tabel.

Ande og mundlugt: hydrogensulfid, methylmercaptan, dimethylsulfid, ammoniak, urinstof; alkoholer,
aldehyder, nitrogen og svovlforbindelser. Sporkoncentrationer af adrostenone
Lugtfrie gasser: N,, O,, CO,, H,0, Ar. (Spanel et al., 1999)

Szed: spermin, trimethylamin, steroider, tutrescine og 1-pyrroline

Skedesekret": copulin (alifatiske syrer): eddikesyre, propionsyre, butyl og isobutylsyre, isovaleriansyre,
isocaproic acid” og trimethylamin

Urin: ketoner, aldehyder, laktoner, alkoholer, phenoler, pyrroler, svovlforbindelser, alifatiske syrer og steroider
(adrostenol og adrostenon)

Fzeces: fedtsyrer, svovlforbindelser og skatol

Flatus'*: methanethiol, dimethyl sulfide, dimethyl trisulfid, hydrogensulfid, flygtige aminer og fedtsyrer;
Lugtfrie gasser (99 %): H,,CH,, CO,"°, N,, og O, (Hyams, 1996 og Levitt, 1980)

Tabel 1.3. Den kemiske sammensztning af inde og andre kropsudskillelser, der har betydning for
menneskets lugt. Listen er ikke komplet og ma kun betragtes som en oversigt. Eksempelvis indeholder
dnde og urin, hundredyvis eller tusindvis af enkelt-stoffer. (Schaal og Porter, 1991).

2 @vervoks kan f.eks. antage en radden lugt ved Pseudomonas infektion, eller lugte af brunt sukker i tilfelde af
”Mapple syrup disease”. (Hayden, 1980)

13 Flygtige fedtsyrer (copuliner) har seksuelt tiltrazkkende virkning pa primater. Hos kvinder stiger
koncentrationen af visse copuliner midt i menstruationscyklus, herunder propionsyre, methylpropionsyre, butyl-
og isobutylsyre og methylpentylsyre. Stigning i midcyklus copuliner udebliver, hvis kvinden tager p-piller.
(Michael og Kutner, 1975) Bemarkning: Spergsmalet er om dette ogsa gaelder moderne p-piller? To andre
undersoggelser relateret til menneskets reproduktion, viser at maend foretreekker lugten af kvinder, der er i
eglosningsfasen af cyklus frem for kvinder, der er i den luteale fase (sekretionsfasen) (Poran, 1994 og Singh og
Bronstad, 2001 ).

'* Gennemsnitsmennesket frembringer 19 “prutter” (flatus) per dag. (Hyams, 1996).

1% Kuldioxid (CO,) er sammen med L-malkesyre med til at tiltrekke myg. (Bernier et al., 1999 og 2000)




Kan humeret pavirke kropslugten?

I et interview i Politiken (21.06.2000) med titlen: ”Den fineste nase: Med nasen forrest”
beskriver den dansk amerikanske parfumeur og antropolog, Joel Leonard, hvordan han bruger
lugtesansen til at bestemme folks sindsstemning (se nedenstdende skema).

Sindsstemning | Beskrivelse af lugten

Alvor Tree-agtig: “fyrretre ved stranden”, “cyprestre i solskin”
Abenhed Sedlig

Lukkethed Kalk

Tabel 1.4. Sammenhzngen mellem sindsstemning og lugt, som det er beskrevet af den dansk-amerikanske
parfumeur og antropolog, Joel Leonard. (Bay, 2000)

Derudover mener Leonard at kunne lugte ’psykopati”, om en kvinde er lesbisk, og han hevde
at have en ven, der kan lugte vrede. (Bay, 2000) Men Leonards er ikke enestdende. Den
blinde Helen Keller heevdede, at hun kunne laese menneskers humer ud fra lugten af deres
sved (Skovenborg, 2000). Roy Bendicheck, amerikansk naturalist og forfatter, har givet
f;alggnde beskrivelse af sammenhangen mellem: humer, lugte og adfaerdsaendringer hos

dyr ":

’Mennesker, som er under staerkt psykisk pres, udskiller ofte en stram og stikkende, sadlig
duft af moskus fra armhuler og kensomradet. Angstens dufte fra mennesker kan fa dyr til at
angribe og heste til at blive urolige.” (Bedicheck 1960)

Bendicheck fortsatter:

“Teorien er at hvert humgr har en sarskilt duft. Des mere diskriminerende nase, des mere
information kan overfares lugtmaessigt fra den lugtede, til den lugtende. Kort forklaret, hver
basal kropslugt endrer duft med skabningens humear.”

(Roy Bedichek, 1960)

Péstanden om, at humeret pavirker kropslugten baseres pé enkeltstaende beretninger fra
leegfolk. Men ideen om, at humeret kan pavirke kropslugten fir opbakning fra videnskabelig
hand af den norske hudlaege, Ole Fyrand:

’Kroppens dufte varierer i intensitet i seksuel ophidselse og falelsesmaessige tilstande og er
specifik for art, familie og individ.” (Fyrand, 1997)

' Joel Leonard: “Mennesket er imidlertid ogsd underkastet dufte. For hvem af laeserne kender ikke nervesitetens
ildelugtende sved eller erotikkens ophidsende lokkevasen.” (Jakobsen 1992)

' Hunde kan lugte folelser hos mennesker, og det kan f4 den til at reagere, f.eks. med agression. (Filiatre et al.,
1991)



1.3. Lugte fra det syge menneske (”’lugt-diagnose”)

Medicinhistorien rummer flere beretninger om, at mennesker @ndrer lugt i tilfeelde af
sygdom. En af dem kommer fra den persiske leege og videnskabsmand, Avicenna (980-1037),
der havde noteret sig, at urinen fra syge mennesker kan lugte anderledes. Hvilket er bekreeftet
af moderne leegevidenskab, f.eks. i tilfelde af nedsat nyrefunktion (ureemi) og sukkersyge.
Fyrand har lavet en oversigt over sygdomme som legerne lige fra gammel tid har kunnet
knytte til bestemte lugte.'® (Fyrand, 1997)

Sygdom Lugtbeskrivelse

Tyfus Varmt bred

Maeslinger Nyplukkede fjer

Gulsot Kadbutik

Diabetes coma Zbler

Uraemi Ammoniak (ubehagelig)
Psoriasis Sadlig lugt (ubehagelig)

Tabel 1.5. Lugt-diagnose: sammenhzngen mellem forskellige sygdomme og deres karakteristiske lugte.
Opdagelsen af disse sammenhzenge tilskrives ”de gamle laeger”, dvs. med redder tilbage til den grzaeske
antik. (Fyrand, 1997)

Anvendelsesmulighederne for lugtdiagnose er langt mere omfattende i den moderne medicin
(Bilag 3). Lugt-diagnose findes serlig nyttig 1 forhold til bestemte kategorier af sygdomme:

e Infektionssygdomme: F.cks.: anaerobe infektioner: darlig 4nde og rddden lugt fra
operationssteder. Hudinfektioner, f.eks. ”vagabonds disease”. (Hayden, 1980)

o Stofskifte sygdomme: Medfodt stofskifte sygdomme, f.eks.: ’phenylketonuria, der
lugter af “omklaedningsrum” og “Maple syrup urine disease”, der lugter af karamel
eller sirup. Erhvervede stofskifte sygdomme, f.eks. sukkersyge, der i akutte tilfaelde
har en sed frugtagtig lugt. (Hayden, 1980)

e Autoimmune sygdomme (Hudsygdomme): Psoriasis. (Fyrand,1997)

Reviews omhandlende moderne lugtdiagnose: (Lukas et al., 1977; Hayden, 1980; Lockman,
19810g Smith og Levinson, 1982). Afsnit om pastéet lugt af psykiske sygdomme og
forgiftninger: (Bilag 3).

Lugten af ded

Kroppen begynder hurtigt at &ndre lugt efter deden, som resultat af at stofskiftet gar i std, og
begyndende bakteriel nedbrydning. Felgende stoffer er fundet i dede kroppe, der har rddnet 1
varierende tid: 1,5-diaminopentane (cadaverine), 1,4-di-aminobutane (putrescine), p-cresol,
benzopyrrole (idole), 3-methyl-1-indole (skatol), dimethyl sulfider og organiske fedtsyrer.
(Lorenzo et al., 2003) Lorenzo et al. fra Florida International University udferte en
”Headspace” “’solid phase micro extraction” (SPME) GC/MS analyse, hvor forskergruppen
identificerede folgende stoffer: trimethylamine, 1-pentanol, hexanal, butanoic acid, pentanoic

'8 Benjamin Franklin (1706-90) skulle efter sigende, ogsa have udfert lugt-diagnose ud fra urinprover.
(Bendichek, 1960 og Brown, 1995)



acid, heptanal, benzaldehyde, 2-pentryl furan, dimethyl disulfide, hexanoic acid, heptanoic
acid, nonanoic acid og octanoic acid. ¥ (Lorenzo et al., 2003)

1.4. Kan dyr lugte sygdom?

Hvis det er muligt for menneskelige leeger at benytte lugtesansen til at diagnosticere sygdom
(se foregaende afsnit), hvad sa med dyr, der i mange tilfelde har en lugtesans, der er meget
bedre end menneskets?

Parasitangreb

En undersogelse pa mus (Mus musculus) har vist, at hunnerne foretreekker at parre sig med
uinficerede hanner i forhold til hanner, der bar nematode-ormen, Helignosomoides polygurus.
(Kavaliers et al., 2004) Dette kunne indikere, at musene kan lugte den sygdomsfremkaldende
organisme. En alternativ hypotese, er at mus kan lugte fald i androgenniveauet, der ledsager
sygdom. (Malone et al., 2001)%

Angreb med maddiker fra fluen (Cochliomyla hominovorax) er et stort problem for fareavlen,
derfor har man forsegt at treene en tysk jagthund (Canis familiaris) til at opspore inficerede
sar. Hunden med navnet ”Gaz” kunne detektere maddikerne 1 19 ud af 20 forseg, hvilket er
en succesrate pa 94.7 %.>' (Welch, 1990) Tidligere forseg har vist at hunde kan opspore
siggjnermel (Lymantria dispar, L.) med en 95 % succesrate. (Welch, 1990)

Afrikanske keempe-rotter (Cricetomys gambianus) kan traenes til at detektere tuberkulose i
spytprover>’. Praliminzre resultater har vist, at rotten er bade hurtig og palidelig. Rotterne
kan gennemga 150 spytprover pa en halv time. I et forsag med 10°000 prever havde rotterne
77 % korrekt positiv identifikation med kun 2 % falsk positive. Traditionel diagnose baseret
pa mikroskopering, der til sammenligning har en succesrate pa 95 %. (McKee, 2003)

' Hunde kan trzenes til at opspore dede mennesker og fragmenter af menneskekroppe. I en undersogelse havde
10 teams af hund og trener en gennemsnitlig succesrate pa 81 % (Individuel variation mellem hundene: 57 % -
100 %) (Komar 1999). Kadaverhunde kan lugte forskel pd dede mennesker og dede grise. Forbindelser fundet i
hgje koncentrationer i headspace fra dede grise: 2-Anthracenamine, propanoic acid, butanoic acid og
hexadecanoic acid. (Lorenzo et al., 2003)

%1 artiklen findes ligeledes referencer til artikler, der beskriver hvordan influenza-smitte kan pavirke
parringsvalget; Angiveligt gennem lugten. (Malone et al., 2001)

*! Hunden havde 100 % succesrate i 265 indledende ”dummy” forseg, hvor lugten af parasitten var overfort til en
bold eller en klud. (Welch, 1990)

2 Rotter er endvidere blevet trenet til at opsnuse “smugler-varer”: sprangstoffer, narkotika og ulovlige
fadevarer. Rotterne treenes til at indikere positivt match ved at std pd bagben. En undersegelse har vist at rotterne
indikerer korrekt i over 90 % af forsegene. Rotter har i forhold til hunde flere fordele: de er billige, de har en
sterrelse, hvor de kan treenge ind steder, hvor hunde ikke kan komme, og de lader sig ikke s meget forstyrre af
mennesker. Endvidere findes beskrevet en interessant metode til ’fjernstyret” treening af rotterne via computer,
hvilket menes at kunne effektivisere og billiggere treeningen. (Otto et al., 2002)
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Epilepsihunde

Jeanette Dahlkvist fik sidste & Danmarks forste epilepsihund, det er en dalmatiner og den
hedder ”Nala”. Hunden varsler Dahlkvist 30-15 minutter for et anfald. Baggrunden for brugen
af epilepsi-hunde beskrives af hundetraeneren, Jeanette Sam-Dodd: "Maske er det en sarlig
duft, man udskiller eller nogle specielle bevaegelser, man gor, ndr anfald er pd vej. Det forskes
der endnu i. Det blev opdaget ved en tilfeeldighed, at nogle hunde har den sarlige evne, i et
kvindefaengsel i USA, hvor man uddanner servicehunde. En af fangerne var epileptiker, og
hun lagde meerke til, at flere af hundene reagerede inden hun fik et anfald.” (Lumby, 2007)

De se@rlige bevagelser hunden kan aflaese kan vare: en svag skaelven, muskelspandinger,
rykvis forleb af en ellers jevn bevagelse. Hunde er meget skrappe til at afleese kropssprog.
(Svendsen, 1997) En tredje hypotese er at hunden detekterer et temperaturskift. (BBC, 2002)

Servicehunde som ”Nale” har en alarmfunktion, hvor de skal reagere pa faresignaler. Det kan
de f.eks. gore ved at ”hoppe ind foran ejeren og go heijt, eller de kan vere trenet til at betjene
en “panikknap” pa telefonen. (Svendsen, 1997)%

Hunde kan udfere graviditets-test

En beretning fra British Medical Journal: Rachel G. Pryke: Vores 12 ar gamle golden
retriever, Polly, har udfert hjemme graviditets test i drevis. En meget distinkt og entusiastisk
’skridt-snusen” har afsleret flere af vores gasters hemmeligheder inden de havde en chance
for at forteelle om det.” Derudover havde hunden udvist samme adfzerd ved Prykes 3
graviditeter. (http://www.bmj.com/cgi/eletters/329/7468/712)

#Canix: http://canix.dk/dk/hunde/hunde.htm
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1.5. Lugtesansen

“Med placering mere eller mindre midt i dit ansigt er naesen, maske, det bedste kemiske
detektionssystem pa planeten.”
(Firestein, 2005)

12004 gik Nobelprisen i fysiologi eller medicin til de amerikanske forskere Richard Axel og
Linda Buck for deres arbejde til forklaring af lugtesansen, herunder den genetiske baggrund
for lugtreceptorer (Buck og Axel, 1991; Dulac og Axel, 1995 og Buck 2000 og 2004)**. Dette
arbejde ma fremhaeves her, da lugtesansen er den forste af vores sanser, hvis virkemade,
primart er blevet forklaret ved brug af molekylarbiologiske metoder™. (Figur 1.4)

Hos de fleste landpattedyr er lugtesansen opdelt i to dele: 1. Lugtepitlet i n@sehulen og 2. ”det
jakobske organ” eller det ”Vomeronasale organ” (VNO) i naseskillevaggen?®.

olfactory
bulb

to amygdala
and hypothalamus

to olfactory
cortex

Figur 1.1. Illustration af lugtesansens anatomi i en gnaver med angivelse af placering for nzesehulen
lugtepitel (MOE) og det Vomeronasale organ (VNO). (Tirindelli et al., 1998)

Lugtepitel i nzesehulen

I mennesket findes lugtepitlet everst i naesehulen. Det genkendes som en ca. 2 cm” stor gullig
fortykkelse af det respiratoriske epitel, bestdende af 6-10 millioner sanseceller (Stoddart, 1990

* Nobel komiteens hjemmeside med beskrivelse af Richard Axel og Linda Bucks arbejde:
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2004/

% Nobelprisen blev bl.a. givet for identifikationen af lugtreceptorer fra neuroner fra nasehulens lugtepitel.
Arbejdet foregik pa rotter med en dengang forholdsvis ny molekylerbiologisk metode. Brugen af degenerative
primere gjorde det muligt at klone lugtepitlets mange forskellige “rhodopsin-lignende” receptorer (Buck og
Axel, 1991). Nogle ar senere blev en ny type receptorer identificeret i det vomeronasale organ (VNO). Her blev
anvendt en "tour de force” analyse VNO-neuronernes m-RNA, ud fra hypotesen om, at hvert neuron udtrykker
en specifik receptor, hvorved de enkelte VNO-receptorer kunne findes ved substraktion (Dulac og Axel, 1995).
(Rodriduez, 2004)

%% Det vomeronasale organ (VNO) kaldes ogsa “Jakobsens organ” (the Jacobsonian organ) efter opdageren, den
danske leege og sammenlignende anatom, Ludwig Lewin Jakobsen (1783-1843), der opdagede organet i 1809.
Senere beskrevet af George Cuvier (1769-1832): "Description Anatomique d'un Organe Observé dans les
Mammifeéres," i "Annales du Muséum d'Histoire Naturelle" (Paris, 1811).
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og Bjering et al., 2001)*’. Det menneskelige lugtepitlet har 350-400 forskellige typer
lugtneuroner (Miller, 2004; Niimura og Nei, 2006 og Rinaldi, 2007), og hvert neuron
udtrykker en speciel type af lugtreceptorer™. Receptorerne er placeret pa mikrovilli pa
neuronernes dendritter (Elsaesser og Paysan, 2007).

P& vej mod et lugtsignal fra lugtneuronerne, bevager lugtstofferne sig hen over nasens
slimhinde, der er 10-30 pm tyk. Her udskiller lugtepitlet store maengder “odorant binding
protein” (OBP). Ca. 1 % af proteinerne i n@seslimhinden udgeres af disse barerproteiner, der
er medlemmer af lipocalin-familien (Snyder et al., 1988; Mundy, 2006 og Zarzo, 2007). En
mulig funktion af barerproteinerne, er at de transporterer hydrofobe odoranter over
slimhinden, en anden mulig funktion, er at OBP filtrerer odoranterne, séledes af det pavirker
sammens&tningen af de odoranter, der ndr frem til lugtneuronerne. Analyse af humane OBP
viser dog, at de har lav specificitet. Eksempelvis binder hOBP-2A: aldehyder, fedtsyrer, m.fl.
(Bjering et al., 2001 og Zarzo, 2007)

Hver isar binder lugtreceptorerne en afgranset gruppe af lugtstoffer med forskellig affinitet.
Folsomheden ved In vitro forseg angives til i sterrelsesordenen 10°M (Kajiya et al., 2001 og
Bhandawat et al., 2005) til 10"®* M (Rouquier og Giorgi, 2007). Bliver Go-proteinet aktiveret
af odoranten, er naste led i signalvejen, aktivering af enzymet, adenyl cyclase (AC3)*,
hvorved der dannes cAMP. Dette far en gruppe af ikke-specifikke ionkanaler, “cyclic-
nucleotide-gated” (CNG), til at dbne, hvorefter Na” og Ca®" strommer ind i neuronen, og der
dannes et aktionspotentiale. Dette forstaerkes yderligere ved abning af ”Ca*"-gated” chlorid
kanaler. Aktionspotentialet bevager sig herefter til en af ca. 2000 glomeruli i forhjernens
“olfactory bulb”. Signalets specificitet opretholdes ved at hver type lugtneuron kun kan binde
til to af disse glomeruli. I glomeruli dannes synapser til ca. 25 mistralceller, der overforer
signalet videre ud i hjernen. (Rawson og Gomez, 2002; Hatt, 2004; Miller 2004; Bhandawat
et al., 2005; Firestein, 2005; Wang et al., 2006 og Elsaesser og Paysan, 2007)

F0 NH o Ca2+, Na*
channel
olfactory receptor cAMP

Figur 1.2. Illustration af signaloverferslen fra en lugtreceptor i nzesens lugtepitel. En odorant (sort kugle)
bindes til den G-protein koblede receptor, hvorved G,-proteinet aktiverer adenylcyclase (ACIII),
resulterende i abning af CNG ionkanalen og influks af kationer Ca** og Na'. (Touhara, 2002)

7 Lugtepitlets gullige pigmentering mangler hos albinoer, der interessant nok har svakket lugtesans (anosmia).
% Interessant nok har lugtreceptorer, G-proteiner, AC kanaler og CNG kanaler, ligeledes en vigtig funktionel
rolle i seedceller (Issel-Tarver og Rine, 1996; Quignon et al., 2003, Olender et al., 2004 og Rouquier og Giorgi
2007). I en oversimplifikation, er det blevet haevdet, at seedceller ikke er andet en lugtneuron med hale (Hatt,
2004).

* Eksperimenter med gensplejsede mus, der har defekt gen for AC3, indikerer at naesens lugtepitel er nedvendigt
for normal seksual-adfaerd. Dyrene uden funktionelt lugtepitel udviser ingen parringsforseg og ingen ”ano-
genital sniffen”. (Wang et al., 2006)
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Signalet afsluttes ved at protein kinaser (PK) deaktiverer cAMP- produktion. Derudover
aktiverer Ca>" calmodulin, der aktiverer phosphodiesterase, der nedbryder cAMP. (Rawson og
Gomez, 2002 og Bhandawat et al., 2005) Lugtepitlet indeholder endvidere enzymer af
cytochrom P450 (CYP) familien, der er meget aktive, mht. nedbrydning af odoranter. (Zarzo,
2007)

Lugtreceptorerne har en storrelse pa ca. 320 AA. De er membranbundne proteiner, og
indeholder et 7-transmembranhelix (Rawson og Gomez, 2002; Kajiya, 2001; Touhara, 2002
og Hatt, 2004). De har en ekstracelluleer aminoterminal og en intracelluleer carboxylterminal.
Lugtstofferne binder formentlig i transmembranregionen (10A fra celleoverfladen). (Hatt,
2004 og Zarzo, 2007) Lugtreceptorernes form og funktion indikerer, at de kan vare
metalloproteiner, hvor overgangsmetaller er involveret i binding og signaloverforsel fra
odoranter. (Zarzo, 2007) Golf-proteinerne opdeles i to klasser: Klasse I ("Fiske-lignende”),
der formentlig binder vandopleselige ligander og Klasse II ("Pattedyrlignende”), der
formentlig binder luftbarne/flygtige ligander®’. (Olender, 2004; Rouquier og Giorgi, 2007;
Niimura og Nei, 2006 Zarzo, 2007)

I det menneskelige genom, findes der gener for lugtreceptorer pé alle kromosomer, undtagen
20 og Y-kromosomet. Typisk befinder de sig i klynger pé 10 eller mere, og der er fundet i alt
95 klynger med gener for lugtreceptor. (Ben-Arie et al., 1994; Hatt, 2004 og Niimura og Nei,
2006) Det menneskelige kromosom 11 har sarlig mange lugtreceptor-gener, indeholdende ca.
42 % af generne. (Rawson og Gomez, 2002; Hatt, 2004 og Zarzo, 2007 ).
Lugtreceptorgenerne er endvidere karakteriseret ved ikke at have introns (Issel-Tarver og
Rine, 1996; Mombaert, 2004 og Niimura og Nei, 2006) Generne for lugtreceptorer udger 1-3
% af pattedyrenes genom (Zarzo, 2007).

Det vomeronasale organ (VNO)

Det vomeronasale organ (VNO) er en bilateral rerformet struktur, der befinder sig i forreste
del af naeseskilleveeggen. Roret abner sig i en kanal mod bunden af nesehulen, mod munden
eller begge dele (Bjering et al., 2001 og Rodriguez, 2004). Ligander treekkes ind i VNO ved
en autonom pumpebevagelse 1 de blodarer, der forsyner VNO. Bestemte adfardstyper som,
snusning, slikning og flehmen®', kan formentlig medvirke til at bringe liganderne i kontakt
med VNO (Dorries et al 1997). Folsomheden af VNO-receptorer angives In vitro til at vaere
10" — 10"* M (Leinders-Zufall et al., 2004).

VNO indeholder 30-100 forskellige typer receptorer, der hovedsageligt menes at veare
involveret 1 detektion af feromoner og flygtige stoffer i vaeskefase. VNO-receptorerne er i
lighed med lugtreceptorerne i nasehulen 7-transmembran G-proteinkoblede receptorer
(GPCR), men menes 1 ovrigt at vaere genetisk ubeslegtede med receptorerne 1 naseepitlet,
dvs. at der er stor sekvens ulighed (Dulac og Axel, 1995 og Mundy, 2006). Der kendes nu to
superfamilier af VNO-receptorer:

3% Opdelingen af lugtreceptorerne i klasse I og II er ikke helt i overensstemmelse med de nyeste bioinformatiske
analyser, men terminologien har vundet haevd. (Niimura og Nei, 2006)

3! Flehmen-adfzerd, er en karakteristisk adfzerd hos: heste, far, koer, geder og kattedyr, hvor overlaben treekkes
op og forteenderne blottes (Dorries et al., 1997 og Keverne, 1999)
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e VIR omfatter 12 familier og ca. 150 gener: De udtrykkes 1 den overfladiske del
(apikale zone) af VNO, og er forbundet til Gg;,-proteinet. VIR har en kort
aminoterminal. Binding af ligander sker formentlig 1 transmembran regionen (Buck
2000). De hidtil fundne ligander har vaeret sma flygtige forbindelser, f.eks. 2-
heptanone (Leinders-Zufall et al., 2000 og Boschat et al., 2002).

e V2R omfatter 100-140 gener®?: De udtrykkes i den dybe del (basale zone) af VNO, og
er forbundet til Gyo-proteinet. V2R har en lang aminoterminal (Keverne, 1999).
Binding af ligander sker formentlig i ekstracelluleere domene (Buck, 2000). V2R
menes, at binde ikke-flygtige” forbindelse, f.eks. ”major urinary proteins” (MUP-
proteiner) (Chamero et al., 2007) og MHC-peptider/ligander (Kelliher et al., 2006;
Leinders-Zufall et al., 2004 og Boehm et al., 2006).

(Keverne 1999 og 2002, Leinders-Zufall et al., 2004, Rodriguez, 2004, Mundy, 2006 og
Niimura og Nei, 2006)
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Figur 1.3. Receptorer for odoranter og feeromoner: lugtreceptorer/Go—proteiner (ORs), og de to
superfamilier af VNO-receptorer: VIR og V2R. (Buck, 2000)

Der er noget usikkerhed om signalvejen, men VNO-receptorerne adskiller sig formentlig fra
receptorerne i lugtepitlet ved at benytte en 1,4,5-triphosphat (IP3)-signalvej (Keverne, 1999 og
Buck, 2000). De G-protein koblede VNO-receptorer aktiverer i dette tilfeelde phospholipase C
(PLC), hvorved der produceres IP3 og diacylglycerol (DAG). Herved abnes de insitol-3-
phosphat (IP3)-felsomme “Transient receptor potential cation channel c2” (TRPC2)-
ionkanaler33, og der dannes et aktionspotentiale. (Liman et al., 1999; Keverne, 1999 og 2002;
Stowers et al., 2002; Mundy, 2006 og Wang et al., 2007)

32 V2r udtrykkes sammen med MHC1b: M1 og M10 familierne. (Rodriguez, 2004), hvilket kan vare en af
forklaringerne pa, hvorfor det er muligt for dyr at identificere lugttyper.

33 Eksperimenter med gensplejsede mus, hvor TRP2-ionkanalerne ikke er funktionelle indikerer at VNO er
nedvendigt for kensbestemmelse. Hanner udferer parringsforseg pé indtrengende dyr uanset ken, han-han
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VNO har en meget direkte forbindelse til det limbiske system (amygdala og hypothalamus)
og hjernens hukommelsescentre. Derudover findes en forbindelse til kranienerve 0, der er
involveret 1 frigivelsen af ”gonadotropin releasing hormone” (GNRH1)/’luteinizing hormone-
releasing hormone” (LHRH) (Bhutta, 2007), og sekundert: luteiniserende hormon (LH),
folikel stimulerende hormon (FSH) og prolaktin. Hormoner der er involveret 1 overgang til
pubertet og reproduktionsadfard.** (Weller, 1998; Rodriguez, 2004 og Yoon et al., 2005)

Traditionelt har lugtepitlet vaeret associeret med bevidst/kognitiv perception af lugtstoffer,
mens VNO har varet associeret med detektion af feromoner og ubevidst/stereotyp adfaerd
(Buck, 1995). Nyere forskning har imidlertid antastet denne distinktion. Eksempelvis
detekteres faromonet adrostenon formentlig gennem lugtepitlet hos tamgrisen (Sus scrofa)
(Dorries et al., 1997). Det samme gaelder dieferomonet ’2-methylbut-2-enal”, (2MB2) hos
kaniner (Oryctolagus Coniculus) (Baxi et al., 2006). VNO receptoren, VIRLI, er pavist i
lugtepitlet (Rodriguez, 2004 og Bhutta, 2007), og omvendt er 44 lugtreceptorer fundet udtrykt
i VNO (Lévai et al., 2006)*°. Derfor mé det antages at lugtepitlet og VNO overlapper og
supplerer hinanden i funktion (Leypold et al., 2002; Boehm og Zufall, 2005; Rodriguez, 2004,
Lévai et al., 2006; Baxi et al., 2006; Shepherd, 2006; Wang et al., 2006; Review: Kelliher,
2007; Wang et al., 2007 og Bhutta, 2007)

Herved kan der gives sandsynlig forklaring pa de modstridende forskningsresultater
vedrerende om mennesket har et ”funktionelt” VNO. Der findes indikation for en del
feeromon-effekter hos mennesker, f.eks.: menstruations synkronisering, lugtpraeferencer
relateret til kon og reproduktionsstatus og slegtskabsgenkendelse (mor-barn) (Reviews:
Weller, 1998 og Bhutta, 2007) Til gengeld kunne en storre anatomisk undersegelse af 564
voksne personer kun pdvise bilateralt VNO 1 8 % af tilfeldene, unilateralt VNO 122 % og
intet VNO 1 70 % af tilfeldene (Keverne, 1999). Langt de fleste gener for VNO-receptorer er
pseudogener hos mennesket (se nedenstaende tabel). Ligeledes er genet for TRPC2
ionkanalen et psedogen hos catarrhine primater3 6, herunder mennesker. (Keverne, 1999;
Liman et al. 1999; Rodriguez, 2004 og Bhutta 2007)

Hypotesen er, at mennesket kan detektere feromoner gennem nesens lugtepitel (Wang et al.,
2007). Hvilket underbygges af at mennesket muligvis har funktionelle V1R-gener og mindst
et udtrykkes i lugtepitlet. (Boschat et al., 2002 og Mundy, 2006)

agression er nedsat, og maternal aggression fra diende hunner over for indtreengende hanner er nedsat. Lignende
effekt opnas ved fjernelse af VNO ved kirurgiske indgreb. (Stowers et al., 2002 og Leypold et al., 2002)

3* En nyere undersogelse kunne ikke bekrafte forbindelsen mellem VNO og LHRH-frigivende neuroner, men
fandt i stedet en “overraskende” forbindelse til naeseepitlet. (Yoon et al 2005)

% Endvidere er der pavist TRPC2-uafhzngige signaler i den basale del af VNO. (Kelliher et al 2006)

36 Catarrhine primater er en fallesbetegnelse for “den gamle verdens” (old world primates™) primater (OWP) og
homonoider.
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OR VIR V2R TIR T2R
Menneske 388 (414) 2 (115) 0 3 25(11)
Mus 1037 (354) 165 (165) 61 (148) 3 35(6)
Rotte 1201 (292) 106 (110) 57 (111) 3 37(5)
Hund 872 (222) 8 (22) ND 3 15 (5)
Ko ND 32 (41) ND ND 12 (15)
Pungrotte ND 49 (53) ND 3 26 (5)
Kylling 82 (476) ND ND 2 3(0)
Fro 410 (478) ND ND 0 49 (12)
Pufferfisk 44 (54) 1 ND 4 4 (0)
Zebrafisk 102 (35) 1 78 (18) 1 4 (0)

Tabel 1.6. Antal funktionelle gener og pseudogener for lugtreceptorer (OR), de to typer af VNO-
receptorer (VIR og V2R) og smagsreceptorerne (T1R og T2R). ND = ikke bestemt. Antallet af
pseudogener er vist i parentes. (Niimura og Nei, 2006)

Hundens lugtesans

”Hunde-tanker: “Hmm, hunde-urin, ikke egern eller kat. Ikke mit, heller ikke en teeves. En
dominant han, sikkert en Airedale, rask, tilfreds som en dgdbidder, en voksen. Hvad laver Rex
&der han stadig hvalpe-foder?”

(Gibbons, 1986)

Hunde (Canis familiaris) har en lugtesans, der er meget bedre end menneskets. Hvor meget er
svert at gette pd, da der mangler standardiserede metoder til at sammenligne forskellige
arters lugtesans (Walker et al., 2006). Men kvalificerede gaet ligger pa, at hundens lugtesans
er 10°000-100"000 gange bedre end menneskets (Walker et al., 2006), og de har 20-40 gange
flere nasale lugtreceptorer (Gordon et al., 2008; Quignon et al., 2003 og Rouquier og Giorgi
2007). Detektionsgransen for hundes lugtesans er blevet angivet til dele per trillion (1/10'?)
(Welch, 1990 og McCulloch et al., 2006)*’. Hundenzsens anatomi: (Bilag 4).

Det er vanskeligt umiddelbart at sammenligne de malte In vitro felsomheder af lugtreceptorer
og VNO-receptorer og detektionsgraenser for hundes lugtesans i praksis, hvor mange
odorantmolekyler, der skal til at aktivere receptoren, odorantmolekylets passagetid, og
hvorvidt en enkelt receptor kan aktivere mere end et G-protein og efterfolgende fore til
abningen af flere ionkanaler. Derudover vil lugtesansens folsomhed athenge af: lugtepitlets
storrelse, teethed af neuroner, antal lugtreceptorer og sterrelsen af lugtekolben (olfactory
bulb”) (Quignon et al., 2003) (se nedenstdende skema).*®

Af ovenstiende tabel kan det udledes, at hunden har mere end dobbelt sa mange
lugtreceptorer som mennesket, og hunden er mennesket overlegent, hvad angér flere andre
parametre for lugtesansens folsomhed (se nedenstdende tabel). Til gengaeld ma tages det
forbehold at hunden ikke har et specielt veludviklet VNO. Hos hunden er kun identificeret 8
V1R-receptorer, mens der er identificeret over 100 for gnavere.

37 Russiske forskere har malt service hundes detektionsgraenser for 3 kemikalier. Den bedste hund, ”Boi” havde
folgende vaerdier: ammoniak: 10, eddikesyre: 5x10%' og thymol: 10%°. Disse lave detektionsgranser er dog
ikke fundet bekreftet andre steder. (Myznikov, 1958)

¥ Andre faktorer af betydning for hundens evne til at folge lugtspor: En sulten hund felger lugtspor 3 gange sa
godt som en mat hund. De optimale fysiske forhold for sporarbejde er en temperatur pa ca. 20°C og en
luftfugtighed pa 62-63% (Knudsen og Ingerslev, 2005)
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Parameter Menneske Hund
Arealet pa nasens slimhinde 5 cm2 150 cm2
Tykkelse af nasens slimhinde 0,06 mm 1,12 mm
Antal duftreceptorer 6 millioner 200 millioner’
Forholdet mellem storrelsen pa 1 14

hjernens duftcenter

Forhold mellem evnen til at 1 1 million
detektere smorsyre

Tabel 1.7. Forholdet mellem menneskets og hundens lugtesans. Det ansis at hundes evne til at arbejde
med dufte er ca. 260 gange s stor som menneskets. En bemzaerkning: Bjerne anslis at have ca. 7 gange sa
mange lugtreceptorer som hunde, men anvendelse af bjerne til diverse sporingsopgaver vil formentlig
veere upraktisk. (http://www.sporhunde.dk/fart.htm, http://www.americanbear.org/senses.htm)
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S i
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A
| 2, Olfactory receptor cells
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Figur 1. 4. Lugtreceptorer og organiseringen af lugtesansen. Hos mennesket binder ca. 400 forskellige

lugtreceptorer lugtstoffer med forskellig affinitet. Hvert neuron udtrykker kun en type receptor. Signalets
specificitet opretholdes ved at neuroner af samme type, kun kan kobles til to glomeruli i lugtekolben.
Herfra overfores signalet via 25 mistralceller videre ud i hjernen.

(http://nobelprize.org/nobel prizes/medicine/laureates/2004/press.html)
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2. Kraftcellers metabolisme

Tumorceller har deres eget karakteristiske stofskifte. Hvilket ikke er overraskende taget i
betragtning, at kraeftceller adskiller sig vasentligt fra normale celler (Tekstboks 2.1).

Forgget mutation, undvigelse af apoptose, ufelsomhed over for anti-veekstsignaler,
selvtilstreekkelighed mht. vaekstsignaler, graenselast replikations potentiale, angiogenese,
vaevs-invasion, undertrykkelse af immunsystemet, m.m.

Tekstboks 2.1. Krzftcellens faenotype. (Ohshima et al., 2003)

Det centrale spergsmal er derfor, hvordan kreeftcellers stofskifte adskiller sig fra normale
celler, og om nogle af disse forskelle kan spores i de lugtstoffer, der udskilles fra
kraftcellerne.

En af de mest bemarkelsesvardige forskelle er at kraeftcellernes glykolyse er forhgjet
("aerobic glycolysis”) (Carew og Huang, 2002; Czarnecka et al., 2006; Ohta, 2006 og Archer
et al., 2007). Glykolysen er forhgjet en faktor 2-3 i forhold til normale celler ("Warburg
effekten™)™ (Giles, 2006). En effekt heraf er forhgjet rnaelkesyredannelse40 (Brandon et al.,
2006). Hoj glykolyse kan pévises i mere end 90 % af alle tumorer ved positron emission
tomography” (PET) scanning*' og bruges som indikator for kraeft (Kroemer, 2006 og
Moreno-Sanches et al., 2007). Til gengeld er respirationsraten ofte lavere, cancerceller har
typisk faerre mitochondrier og lavere aktivitet af antioxiderende enzymer. (Masotti, 1988;
Brandon et al., 2006; Giles, 2006; Moreno-Sanchez et al., 2007 og Nishikawa,
2008).Produktionen af superoxid typisk forhgjet en faktor 4-10.* (Giles, 2006)

I kapitlet gennemgés forst fenomenet “oxidant stress”, derefter folger afsnit om nogle af
kilderne til oxidativt stress, herunder: mitochondrierne, NADPH oxidase (NOX) og

3% Warburg hypotesen: Den tyske forsker Otto Heinrich Warburg (1883-1970) fremsatte allerede i 1924
hypotesen om at cancer opstir som en mitochondrie fejlfunktion. Hvilket han fandt underbygget ved, at
cancerceller primeaert far daekket deres energibehov ved glykolyse, frem for oxidativ phosphorylering i
mitochondrierne, som det er tilfeeldet for normale celler. (http:/en.wikipedia.org/wiki/Warburg_hypothesis)
Warburg fik tildelt Nobel Prisen i Fysiologi eller Medicin i 1931.

For nyligt har forskere fra Harvard Medical School i Boston identificeret et enzym, der kan vaere arsag til den
opregulerede glykolyse. Mange cancerceller udtrykker eksklusivt en embryonisk M2 isoform af pyruvat kinase.
(Christofk et al., 2008)

En anden kilde angiver at glykolysen foreges en faktor 2-17. Dette afstedkommes bl.a. ved foreget aktivitet af
glycolytiske enzymer, herunder: hexokinase II (HKII) og phosphofructokinase 1 (PFK-1) (Moreno-Sanchez et
al., 2007)

Hypoteser til forklaring af Warburg effekten. (Review: Kroemer, 2006)

** Hunde kan lugte eddikesyre i en koncentration, der er 108 gange lavere end mennesker. (Thesen et al., 1993)
*! PET/FDG: Males ud fra omsatningen af 18flouro-deoxyglucose (FDG). (Moreno-Sanchez et al., 2007)

*2 Andre typiske forandringer: foreget glukoseoptag og metabolisme, reduceret pyruvat oxidation, foreget
malkesyredannelse; foreget glycerol og fedtsyre omdannelse, reduceret fedtsyre oxidation og foreget aktivitet af
pentose phosphat signalvejen (Czarnecka 2006); Cox-2 er opreguleret, og der er forhgjet arachidonsyre
metabolisme. (Frederico et al., 2007)
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peroxysomer. Afslutningsvis behandles lipid peroxidation” som mulig kilde til lugtstoffer,
der muligvis kan bruges som biomarkerer for cancer.

2.1. ”Reactive oxygen species” (ROS) og “oxidativt stress”™

Definition: En uhensigtsmaessig og potentielt skadelig stigning i koncentrationen af oxidanter,
der overskrider kapaciteten af organismens antioxidantforsvar.

I den normale celle findes der mange forskellige kilder til reactive oxygen species” (ROS):
mitochondrierne™®, endoplasmatiske reticulum (ER)*, cytosolen, plasmamembranen (Kohler
et al., 1999) og detoxificerende enzymer som cytochrome P450 (Bartsch og Nair, 2000)

”Reactive oxygen species” (ROS): “0,, H,0,, "OH og ONOO™
“Reactive nitrogen species (RNS): NO',NO, og NO,", ONOOH, ONOO", ONOOCOO

Tekstboks 2.2. Eksempler pa ”reactive oxygen species”(ROS) og reactive nitrogen species” (RNS). Til
den store gruppe af ROS og RNS regnes endvidere reaktionsprodukter med uorganiske og organiske
forbindelse (”’secondary metabolic reactive species”) (se afsnittet: Lipid peroxidation (LPO)). (Rahman og
Kelly, 2003)

Inflammation®’ er en anden vigtig faktor, mht. foraget ROS-produktion (Hsu et al, 2000;
Ohshima et al., 2003; Moldovan og Moldovan, 2004) Fagocytiske celler, herunder
makrofager og neutrofiler, kan udlese sékaldte “respirative udbrud” for at draebe patogene
bakterier og andre "immunfremmede celler”. Derudover frigiver immunceller cytokinerne
”tumor necrosis factor” (TNF-a) og interleukin-1 (IL-1), der bevirker yderligere foregelse af
ROS-produktionen. (Frederico et al., 2007; Lambeth, 2007 og Nischikawa, 2008)

Foreget produktion af ROS kan endvidere vere resultat af miljefaktorer, herunder: UV-
straling, ioniserende straling, visse tungmetaller; cigaretrog, kemiske karcinogener, f.eks.
vinylchlorid og urethane (Bartsch og Nair, 2000 og Hsu et al., 2000) og varmechok
(Moldovan og Moldovan, 2004). Mange former for kemoterapi virker ved induktion af en for
kreeftcellerne dedelig dosis af ROS, f.eks.: antracycliner (f.eks. doxorubicin), cisplatin og
bleomycin (Nishikawa, 2008) og bortezomib*® (Ling et al., 2003).

* Mitochondrierne er ikke de eneste organeller, der er udstyret med en “respirationskaede”: Komponenter af
respirationskader i andre organeller: Nuclear envelope (NE)”: NADH oxidase (NOX), NADH-cytochrome ¢
reductase og cytochrome c oxidase; Endoplasmatiske reticulum (ER): cytocrom P450 oxidase, cytochrom b5 og
NADPH cytochrom P450 reductase (Giles, 2006); Lysosomer: NADH, FAD, cytochrom b og umbiquinone
(Moldovan og Moldovan, 2004).

# 25 % af cellens ROS-produktion tilskrives Erolp, der oxiderer protein disulfid isomerase (PDI) i forbindelse
med dannelsen af svovlbroer under proteinsyntesen. (Moldovan og Moldovan, 2004)

* En sammenhzng mellem cancer og inflammation blev oprindeligt foresléet af Rudolph Virchow (1821-1902),
og kalder derfor ”Virchow hypotesen”. 18-19 % af alle tilfelde af cancer kan relateres til infektion. (Ohshima et
al., 2003 og Bartsch og Nair, 2006) Link mellem inflammation og cancer: prostaglandiner, cytokiner, NF-«xB,
chemokiner og “angiogenic factors” (Frederico et al., 2007)

% Bortezomib er endvidere angivet som proteasom-hammer. (Ling et al., 2003)
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I parallel til produktionen af ROS producerer cellerne “’reactive nitrogen species” (RNS), der
kan resultere i "nitrosativt stress”. I aktiverede immunceller dannes f.eks. NO™ ved
omdannelse af L-arginin til L-cituline af enzymet “incucible nitric oxide synthase (iNOS) *’.

Oxiderende enzymer: NADPH oxidase (NOX): o,, xanthine oxidase (XO): 0,, inducible nitric oxide synthase
(iNOS): L-arginine — L-cituline + NO™**, myeloperoxidase (MPO): HOCL, NO,’, eosinophil peroxidise (EOP):
HOBE-.

Antioxiderende enzymer: superoxide dismutase (SOD), katalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX), 1- og
2- cystein peroxiredoxin (Prx) og glutathione-S-transferase (GST).

Andre antioxidanter: vitamin C, beta-ketosyrer, pyruvat, purine urate”, Vitamin E, "lipoic acid” (medicin),
glutathione disulfid (GSSG) (Kohler et al, 1999; og Giles, 2006); tocopherol, ascorbate, beta-carotene, retinoic
acid og pyridine nucleotider, Hsu et al., 2000); polyphenoler (redvin/te) (Ushio-Fukai og Nakamura, 2008) og
lycopene (tomater) (Wu, 2006) og reveratrol (radvin)

Tekstboks 2.3. Eksempler pa oxiderende og antioxiderende enzymer®, samt andre antioxiderende
molekyler. (Ohshima et al., 2003; Giles, 2006; Frederico et al., 2007 og Murakami og Ohigashi, 2007))

Mulige skadevirkninger af ROS

Traditionelt er foreget ROS-produktion blevet forbundet til en reekke sygdomme, herunder
infektionssygdomme (Frederico et al., 2007); areforkalkning og diabetes ® (Ushio-Fukai og
Alexander, 2004 og Ushio-Fukai og Nakamura, 2008) og cancer (Roberts II og Morrow,
2002). Derudover er forhgjet niveau af ROS sat i forbindelse med alderdom’' (Finkel og
Holbrook 2000). (se endvidere afsnittet: Lipid peroxidation (LPO)) ROS er kemisk meget
reaktive molekyler, hvorved de kan vere skadelige for biomolekyler, herunder: DNA,
proteiner og lipider. (Lambeth, 2007)

*7 Biologien omkring RNS og nitrosativt stress findes interessant, men forfatteren har valgt ikke at folge dette
spor videre som led i emnebegransningen.

* iNOS induceres ved inflammation. NO er kendt for sin virkning som vasodilator ("blodkarsudvider”) og i
forbindelse med signaloverfersel i hjernen. (Schrader og Fahimi, 2004 og Murakami og Ohigashi, 2007)
Foragelse af NO-produktionen med 200-300 % er malt hos astmatikere. Derudover er NO impliceret i mandlig
erektion. (Smith og Spanel, 2007)

* Enzymhammere: allopurinol (XO); NG-monomethyl-L-arginine (NOS) og benzo[b]thiophenesulphonamid
(NOX). (Giles, 2006)

>0 Insulinresistens er karakteristisk for diabetes 2. Teoretiske overvejelser har gaet pa om ROS spiller en kausal
rolle. En hypoptese gar ud pa, at ROS inducerer JNK, der efterfolgende resulterer i insulinresistens. ROS-
produktion induceres af TNF, sphingolipid ceramid frigives, hvilket forer til foraget ROS-produktion i
mitochondrierne. (Houstis et al., 2006)

°! "The free radical theory of ageing”: 1 1900-tallets begyndelse havde forskere observeret, at dyr med hej
metabolisk rate som oftest var relativt kortlivede ("the rate of living hypothesis: ”"Mottoet: Lev staerkt, de ung”).
Senere blev respirationsraten knyttet til mitochondrierne, der formentlig genererer en stor del af ROS. Derved
kunne Denham Harman i midten af 1950’erne fremsztte en hypotese om, at der var en sammenhang mellem
@ldningsfaenomenerne og organismens produktion af frie radikaler (" The free radical theory of ageing”).
Hypotesen understettes af, at mitochondrierne hos langtlevende fugle og primater, producerer en relativt lille
mangde ROS. (Finkel og Holbrook, 2000)

En anden forklaring pa a&ldning (replikativ &ldning), er en ”indre konflikt” i cellen mellem et
antiproliferativt/tumor suppressor signal, f.eks.: Rb, p53 og p16™“* og et mitogent signal, f.eks.: ERK/MAPK.
Rb og p16 inducerer ROS, som efterfolgende aktiverer protein kinase C, der pa en gang inducerer ROS (ond
cirkel”) og hemmer WARTS proteinet, der er essentielt for celledeling. (Ramsey og Sharpless, 2006)
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Nyere forskning har imidlertid vist, at ROS har vigtige funktioner i den normale organisme.
ROS fungerer eksempelvis som signal molekyler (’sekundare budbringere™), og er vigtige i
relation til f.eks. celleproliferation og cellebevagelse (se afsnittet: NADPH oxidase (NOX-

familien). (Lambeth, 2007)

I den normale organisme ma man forestille sig at produktionen af ROS er ngje reguleret, og
der findes en balance mellem ROS-produktion og virkningen af diverse antioxiderende
enzymer og molekyler (Tekstboks 2.3). Vasentligste redoxbuffere i cellen, menes at vaere
glutathione (GSH) og glutathione disulfide (GSSG), hvor GSSG er den oxiderede form og
GSH er den reducerede form (Moldovan og Moldovan, 2004) Eksempler pa andre redox-
kontrollerende systemer er: thioredoxin og Ref-1 (Acker, 2005) og "ROS-scavengeren”, N-
acetyl cysteine (NAC) (Radinsky et al., 2005)

I relation til kraeft kan niveauet af ROS-produktion i cellen vare bestemmende for, om der
sker celleproliferation eller apoptose®>. ROS i en sub-letal dosis kan fore til celleproliferation
(Suh et al., 1999; Giles, 2006 og Nishikawa, 2008) Mens ROS i en dedelig dosis ferer til
apoptose (Giles, 2006, og Nishikawa, 2008) eller ligefrem nekrose. (Spiteller, 2003)
Endvidere kan ROS virke som mutagen, og pa den made inducere kraft (Suh et al, 1999 og
Ramsey og Sharpless, 2006).

ROS, redoxfelsomme proteiner og ”cancer signalveje”

ROS interagerer med redoxfalsomme proteiner5 3 (Giles, 2006; Frederico et al., 2007),
herunder enzymer og transkriptionsfaktorer med sarlig relation til cancer (Tabel 2.1).
Pévirkningen kan ske gennem aminosyren cystein, hvorved ROS pavirker dannelsen af
svovlbroer. Et andet eksempel er reaktion med methionine, hvorved der dannes: sulfoxider,
sulfoner og sulfonsyrer.>* (Spiteller, 2003)

32 Foresléet apoptose signalvej: Apoptotisk stimulus ->phospholipase aktivering ->frigivelse af flerumattede
fedtsyrer (PUFA) -> LOX “selvmord” -> frigivelse af jern ioner (Fe3") -> LPO -> LPO-produkter, f.eks.: 2,4
decadienal -> apoptose. (Spiteller, 2003)

33 I gaerceller endres aktiviteten af mere end hundrede enzymer ved oxidativt stress induceret med H202.
(Finkel og Holbrook, 2000) Forekomsten af protein i kondensat af udandingsluft bestemmes kvalitativt og
kvantitativt med protein assays og “’proteonomics technologies”. (Rahman og Kelly, 2003)

> Tyrosin er et tredje eksempel pa en aminosyre, der pavirkes af ROS. (Ohshima et al., 2003)
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Redoxfelsomme proteiner

Kilde

Transkriptions faktorer

“activator protein-1” (AP-1) og
“necrotic factor-xB (NF- «B)

“hypoxia inducible factor-1" (HIF-
1) og c-myc

(Kohler et al., 2000; Finkel og
Holbrook, 2000; Hsu et al., 2000
og Nishikawa, 2008)

(Archer et al., 2007; Moreno-
Sanchez et al., 2007 og Waveren et
al., 2007)

Enzymer ”phospholipase-A2”(PL-A2) (Bartsch og Nair, 2006)
“cyclooxygenase” (COX) og
lipoxygenase (LOX)
“phospholipase-D” (PL-D), (Nishikawa, 2008)
akt/’phoshokinase B (PKB)
“Mitogen activated kinases”
(MAPKSs): (P42), p44 og p38
“extra cellular signal-regulated (Finkel og Holbrook, 2000; Hsu et
kinase”(ERK) al., 2000; Ushio-Fukai og

Alexander, 2004)

“metalloproteinaser” (MMP),

Cytokiner ”tumor necrotic factor-a” (TNF- (Kohler et al, 2000; Houstis et el.,

a)56 57

2006 og Nishikawa, 2008)

Andre proteiner

”adhesion molecules” (EGF) og
EGF-receptor (EGFR)

“tissue inhibitor of the MMP”
(TIMP), urokinase plasminogen
activator/plasminogen activator
inhibitor og CCN proteiner

(Nishikawa, 2008)

(Waveren et al., 2007)

Tabel 2.1. Eksempler pa redoxfelsomme proteiner med szerlig relation til cancer. (se endvidere: Petros et

al., 2005 og Brandon et al., 2006)

Herigennem pévirkes en reekke signalveje med sarlig relation til cancer (Review: Nishikawa,
2008, se endvidere folgende afsnit). I relation til Warburg effekten kan det bemarkes, at
oxidativt stress nedregulerer glykolytiske enzymer. (Finkel og Holbrook, 2000)

> HIF-1 inducerer anaerob glycolyse ("Warburg effekt”) og dannelse af nye blodérer i kraeftvaev (angiogenes).

(Lambeth, 2007)

> Malt i koncentrat af udandingsluft hos mennesker. (Rahman og Kelly, 2003)

7 TNF-a resulterer i ovrigt i nedsat aktivitet af katalase. (Nishikawa, 2008)
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Figur. 2.1. Funktionen af oxidativt, nitrosativt og metabolsk stress i carcinogenese. M.h.t. metabolsk stress
(se afsnittet: Lipid peroxidation (LPQO) ). (Frederico et al., 2007)

2.2. Mitochondrierne

Mitochondrierne er ikke alene cellernes energiproducerende organeller, de producerer ROS i
en mzngde, der er proportional med den metaboliske rate (Brookes et al., 2004)°®.
Produktionen af ROS fra mitochondrierne er blevet anslaet til at vaere 1-2 % af den ilt, der
indgér i den oxidative phosphorylering (Nelson og Melendez, 2004 og Giles, 2006). Hermed
bidrager mitochondrierne med hovedparten af cellens ROS, maske op mod 90 %, med
undtagelse af aktiverede immunceller (se afsnittet: NADPH oxidase (NOX-familien)) (Hoye
et al., 2008)

*¥ Mitochondrierne er endvidere noglespillere i “programmeret celledod” (apoptose), der kan forhindre at
skadede celler udvikler sig til cancer (Czarnecka et al., 2006). Apoptose signalveje: 1. Forhgjet ROS
(mitochondrierne) -> proapoptotic Bel-2 -> @ndret membranpotentiale (Ay,,), cytochrome. ¢, apoptosis inducing
factor (AIF) og “mitochondrial permeability transition pore” -> caspase 9 -> NF-kB, Poly (ADP-ribose)
polymerase (PARP); 2. p53 -> forhgjet ROS (mitochondrier) -> Ay,,. 3. Induktion af apoptose via ’deds-
receptorer” pa celleoverfladen: TNFR1, Fas/CD95/APO-1-> caspase 8 -> PARP. (Ling et al., 2003 og Malik,
2007)
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Mutationer i mtDNA og foreget produktion af ROS

Menneskets mitochondrie DNA (mtDNA)*’ indeholder gener for 13 polypeptider, der er
involveret i den oxidative phosphorylering®, 2 rRNA og 22 tRNA, der er essentielle for
protein syntesen i mitochondrierne. Derudover indeholder mtDNA en ikke-kodende region.
Det sékaldte D-loop, der er involveret i kontrol af replikation og transcription af mtDNA.
(Carew og Huang, 2002 og Czarnecka et al., 2006)

I de senere ar er mutationer og unormalt udtryk af mtDNA, blevet knyttet til en raekke
forskellige former for cancer, f.eks. tarmkreaft, brystkraeft og melanoma (Review: Czarnecka
et al., 2006 og Carew og Huang, 2002). Muteret mtDNA findes i ca. 50 % af alle undersogte
kreeftformer®'. (Ohta, 2006) Hgj mutationsrate i mtDNA kan forklares ved, at mtDNA
mangler histoner, har mangelfulde reparationsmekanismer, og befinder sig i umiddelbar
narhed af de ROS producerende enzymer fra respirationskaden (Carew og Huang, 2002).

Hypotesen for et sammenhang mellem foreget ROS produktion i mitochondrier hos
cancerceller og mutationer i mtDNA, er at mutationerne resulterer i skader pa
respirationskadens enzymer, hvilket pavirker den normale elektronstrom, saledes at flere
elektroner kan give anledning til dannelse af superoxid (O;"). (Carew og Huang, 2002 og
Czarnecka et al., 2006)

Nedenfor ses tabel med 9 mulige ROS producerende enzymer fra mitochondrier. Complex I
og complex III omdanner 1-2 % af ilten til superoxid®® (Nelson og Melendez, 2004).

Enzymets navn (Forkortelse) Lokalisering i mitochondriet | ROS genereret
Complex I (CI) M O,

Complex III (CIII) M Oy
Cytochrome b5 reductase® YM 0,
Monoamine oxidase (MAO-A og MAO-B)** YM H,0,
Dihydrooratate dehydrogenase (DHOH) IM (ydersiden) H,0,
Dihydrogenase af a-glycerophosphate (aka mGPDG) | IM (ydersiden) H,0,

Succinate dehydrogenase (SDH, Complex I1)* IM (indersiden) Ukendt'
Aconitase Matrix OH
A-ketoglutarate dehydrogenase complex (KGDHC) | IM (indersiden) H,0,

Tabel 2.2. ROS-producerende enzymer i mitochondrierne. Listen ma tages med det forbehold, at ROS
produktionen er malt In Vitro. Forkortelser: IM=Indre Membran, YM=Ydre Membran. (Adreyev, 2005);
I en senere artikel tilfejes: Complex II og pyruvate dehydrogenase (PDH) (Lin og Beal, 2006).

> Humant mtDNA indeholder 16.569 basepar. (Lin og Beal, 2006)

60 Respirationskaeden bestér af i alt 87 polypeptider, hvoraf 13 kodes af mtDNA og de resterende 74 kodes af
nDNA. (Carew og Huang, 2002)

6! Arsag eller virkning: Muteret mtDNA findes hos ca. 50 % af alle kraeftpatienter, men omvendt forholder det
sig ikke saledes, at patienter med mitochondrie mutationer har hgjere risiko for cancer. Hvorfor mutationer i
mtDNA tilsyneladende ikke er arsagen til cancer, men narmere et ledsagefenomen. (Waveren et al., 2006)
62'1-2 % er formentlig et overestimat, da det er mélt In Vitro med fysiologisk urealistisk heje ilt-koncentrationer.
(Finkel og Holbrooke, 2000)

%3 Cytochrome b5 reductase findes opreguleret hos skizofrenipatienter. (Adreyev et al., 2005)

% Monoamine oxidase findes opreguleret hos patienter med Parkinsons syge. (Adreyev et al., 2005)

% Enzymet er kendt fra Krebs cyklus, en proces, hvor det oxiderer succinate til fumarate. (Adreyev et al., 2005)
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Eksperimentelt bevis for en direkte sammenhang mellem mutationer i mtDNA, tumorvakst
og foraget produktion af ROS, er blevet fundet i forseg med negne mus. En cybrid af prostata
cancer (PC3) med mutation i den mitochondrielle F1F0-ATPase (T8993G) blev implanteret i
musene, hvor de resulterede 1 7 gange sterre tumorer end implantat med vildtype cybriden
(T8993T)%. Foreget ROS produktion blev verificeret med dihydroethidium farvning. (Petros
et al., 2005; Brandon et al., 2006 og Czarnecka et al 2006)

Antioxiderende enzymer (ROS forsvarsystemer)

Med forbehold for at malingerne er foretaget In Vitro, kan mitochondriernes antioxiderende
enzymer, fjerne eller uskadeliggare ROS, hurtigere end de dannes, selv ved hgjeste
produktionsrate. Hvorved mitochondrierne, under normale omstendigheder, ma anslas at
eliminere ROS, frem for at vare netto producenter. Mitochondriernes forsvarssystemer mod
ROS bryder dog let sammen, f.eks. ved tab af glutathione, hvorved skadede mitochondrier
kan blive netto producenter af ROS. Netto-produktion af ROS fra mitochondrier kan derfor
betragtes som en “Defence failure”®’. (Adreyev et al., 2005)

phospholipid hydroperoxid glutathione peroxidase (PHGPX), Mangan superoxid dismutase (MnSOD), katalase
(CAT), Glutathione-S-transferase (GST), Glutathione reductase (GR), ROS-aktiveret NADase, Glutathione
peroxidase (GPX1), Peroxiredoxion (PRX3/5), glutaredoxin (GRX?2), Thioredoxin (TRX2), og Thioredoxin
reductase (TRXR2).

Tekstboks 2.4. Antioxiderende enzymer i mitochondrier. (Adreyev et al., 2005 og Lin og Beal, 2006)

a-tocopherol (o TCP), Co-enzyme Q10 (Q10)®, cytochrom c, glutathione (GSH)*’

Tekstboks 2.5. Ikke-enzymatiske antioxidanter. (Adreyev et al., 2005 og Lin og Beal, 2006)

2.3. NADPH oxidase (NOX-familien)

NADPH oxidase (NOX) blev oprindeligt karakteriseret som et forsvarsenzym hos leukocytter
og andre fagocytiske celler tilherende immunforsvaret”. Fagocytiske NOX (PHOX) er
membranbundne og fungerer ved at producere superoxid radikaler (O;") 1 sdkaldte “respiratory
bursts”. Senere er en reekke ikke-fagocytiske NOX enzymer blevet identificeret i andre

5 Mtationer i mtDNA bidrager til foreget modstand mod apoptose. (Ohta, 2006)

%7 Der har vaeret lavet en del undersogelser omkring, hvilken rolle Ca*" spiller for mitochondriernes produktionen
af ROS (Review: Brookes et al., 2004). Det har vaeret haevdet at Ca** foreger produktionen af ROS, men dette
findes usandsynligt, da heje koncentrationer af Ca>* edelzzgger membranpotentialet. Forklaringen pa foroget
produktion af ROS ved heje koncentrationer af Ca’, menes derfor at vare hzemning eller odeleggelse af
forsvarssystemerne. (Adreyev et al., 2005)

58 Coenzym Q (CoQ) beskytter plasmamembranen (PM) og indre membraner mod oxidativt stress (Moldovan og
Moldovan, 2004)

% Glutathione (GSH) er et tripeptid, der syntetiseres ud fra cysteine, glutamate og glycine, indeholdende en
usadvanlig peptidbinding mellem aminogruppen fra cysteine og carboxylgruppen fra glutamate sidekaden.
(Adreyev et al., 2005 og Lin og Beal, 2006)

" NADPH oxidase (NOX) er ikke at finde hos procaryoter, de benytter sig i stedet af superoxid dismutase
(SOD) og katalase (CAT) som forsvarsenzymer. Molekylear evolution af NOX-enzymerne: (Review: Kawahare
et al., 2007).
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celletyper, herunder cancer. Ikke fagocytiske NOX producerer normalt O, kontinuerligt i lave
koncentrationer, men kan stimuleres til hgjere aktivitet (Suh et al, 1999 og Ushio-Fukai og
Nakamura, 2008).

NOX-enzymerne er involveret i en raekke cellefunktioner, herunder: calcium signalering,
sammentrakning af glatte muskelceller (cellebeveagelse), regulering af cytoskelet, protein
tyrosine phosphatase aktivitet, dannelsen af tyroidhormon, celledifferention og mitogen
regulering. (Moldovan og Moldovan, 2004 og Lambeth, 2007)

Reaktionsligning for produktionen af superoxid (O,") hos NOX enzymerne’':

NADPH + 20, <> NADP' +20," + H".

Proteiner af NOX-familien’” er kendetegnet ved et 6-transmembranhelix "NOX domzne”.
Dette 6-transmembranhelix indgar i enzymets katalytiske del (gp91phox), der findes bundet i
cellernes plasmamembran”. Proteinet har 2 prostetiske haemgrupper, der er bundet til 4
konserverede histiner. Den katalytiske del og den regulerende del (p22phox), udger
tilsammen, flavocytochrome b558, der indeholder bindingsstedet for FAD og NADPH.
Derudover reguleres enzymkomplekset af andre proteiner fra cytosolen: p40phox, p47phox,
p67phox og de sma GTPaser Racl og Rac 2. (Kawahara, 2007; Murakami og Oshigashi 2007
og Ushio-Fukai og Alexander 2004)

! In vitro kan "diphenylene iodonium” (DPI) (Brar et al., 2003) og apocyanin anvendes som NOX-hammere,
men de er ikke klinisk anvendelige (Lambeth, 2007); Antikoagulanter med mulig NOX-heemmende virkning:
dicumarol, herunder warfarin (Brar et al., 2002); NOX-he&mmende phyto-kemikalier: genestein (soyabenner),
1"-acetoxychavicol acetate (ACA) (Alipinia galanga, Zingiberaceae), auraptene og nobiletin (Citrus) og
zerumbone (Zingiber zerumbet) (Murakami og Ohigashi, 2007))

7 Starrelsen af NOX2 er opgivet til henholdsvis 65 kDA for “immature” NOX2 og 91 kDA for “mature” NOX2
(dvs. NOX2 i sin glykosylerede form). (Kawahara et al., 2007)

3 En anden mulighed er at NOX-enzymerne kan vaere bundet til cellernes endoplasmatiske reticulim (Brar et al.,
2002); I almindelige celler er 50 % af NOX-2 bundet til cellekernen og cytoskelet. Hos netrofiler findes NOX-2
endvidere bundet til intracelluleere granuler og sekretoriske vesikler (Chamulitrat et al., 2003).
Superoxidproduktion kan lokaliseres med et sdkaldt lucigenin chemiluminescence assay” (Brar et al., 2003)
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Figur 2.2. NOX-domznet. Skematisk fremstilling af NOX-domzene, hvor redoxaktiviteten foregar. Det
konserverede domzene bestir af 6-transmembran a-helixer, 4 konserverede histidiner, 2 haemgrupper, og
bindingssteder for FAD og NADPH. (Kawahara et al., 2007)
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Figur 2.3. Strukturen af NAD(P)H oxidase. Til venstre strukturen af neutrophil NAD(P)H oxidase:
gp91phox og p22 udger den elektronoverferende komponent, mens p47phox og p67phox, er regulatoriske
komponenter i cytosolen. Ved stimulering med N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine , et formyleret
tripeptid af bakteriel oprindelse, guides p47phox og p67phox til plasmamembranen af rac, hvorved
enzymkomplekset aktiveres og der dannes superoxid (O,"). I midten og til hejre elementer af ”ikke-
fagocytiske” NOX fundet i ”vascular smooth muscle cells” (VSMC) og endothelium celler. Hvad angar de
”ikke-fagocytiske” NOX er de funktionelle interaktioner mellem delkomponenterne endnu ikke afklaret.

(Ushio-Fukai og Alexander, 2004)

Membranbundne NOX kan induceres af en raekke vaekstfaktorer, cytokiner og agonister for
G-protein koblede receptorer, f.eks.: patelet derived growth factor (PDGF), hepatocyte growth
factor (HGF), insulin, angiotensin II (Ang II), vascular endothelial growth factor (VEGF),
tumor necrosis factor (TNF-a), interleukin-1B,6. (Wu, 2006; Brar et al., 2002 og 2003;
Ohshima et al., 2003; Ushio-Fukai og Alexander 2004 og Lambeth, 2007); Ras, TGF-j,
VEGF (Chamulitrat et al., 2003); En raekke kinaser: ’extracellular signal regulated kinase”
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(ERK), p38 (MAPK) og phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K/Akt); og cytokinen: interferon-y
(IFN-y) (Lambeth, 2007).

Enzym Hejeste udtryk Kendte regulerende faktorer
NOX-1 Inducerbar: tarmen og glatte muskelceller NOXOI1, NOXA1 og p22phox
NOX-2 Fagocytter P47phox, p67phox, p40phox og RAC1/RAC2
(gp91phox)
NOX-3 Fosterets nyre; indre gre (gravitations Ikke bestemt

perception)
NOX-4 Nyrer, osteoklaster, &ggestokke og ojne; vidt | Ikke bestemt

spredt
NOX-5 Milten, sedceller, maelkekirtler og hjernen Calcium

(cerebrum)
DUOX-1 Brisselen, hjernen (cerebellum) og lunger Calcium
DUOX-2 Brisselen, tarmen, pankreatiske ger og Calcium

prostata

Tabel 2.3. Menneskelige NOX/DUOX enzymer. Enzymerne kan opdeles i 3 grupper: 1.: NOX-1, NOX-2
(gp91phox) og NOX-4, der har den basale evne til at producere superoxid (02%) pa tveers af en membran.
2. NOX-5 har ligeledes evnen til at producere 02", men har derudover et ”calmodulin-lignende” domzene
(’EF-hand”) for calciumregulering. 3. DUOX-1 og DUOX-2 indeholder NOX-domzenet,
calciumregulering og peroxidase aktivitet. Den specifikke biologiske aktivitet kendes kun for NOX-2
(gp91phox). (Lambeth, 2004 og 2007)

NOX enzymer og cancer

Hos mennesket findes der 7 forskellige NOX enzymer: NOX1-5 og DUOX 127, og
overudtryk af NOX er tilsyneladende karakteristisk for mange cancertyper’> (Moldovan og
Moldovan, 2004 og Lambeth, 2007).

NOX-enzym overudtrykt Kreafttype

NOX1 Prostata cancer, tarmkraeft, melanoma

NOX2 Lungekraeft'

NOX4 Melanoma, mavekreft, nyrekraeftz, kreeft i hjernen3

NOX5 Melanoma, prostata cancer, kreeft i hjernen3 , kreeft i
spiseroret’

Tabel 2.4. Eksempler pa overudtryk af NADPH oxidase (NOX), relateret til specifikke krzeftformer.
Noter: 1. ”Small cell lung cancer”, 2. “renal cell carcinoma”, 3. glioblastoma og 4. Barrets esophageal
adenocarcinoma. (Suh et al., 1999; Brar et al., 2002 og 2003; Lambeth, 2007; Ushio-Fukai og Nakamura,
2008)

NOX enzymer har kapaciteten til at producere superoxid (O;") i1 hegje koncentrationer, men det
er endnu uafklaret, hvordan de bidrager til at opretholde kraftcellernes feenotype (Ohshima et
al., 2003). Men helt overordnet kan produktionen af ROS betragtes som produktionen af en

" DUOX enzymerne adskiller sig fra de ovrige medlemmer af NOX familien, bl.a. ved at besidde peroxidase
aktivitet. (Ushio-Fukai og Alexander, 2004)

> Endvidere menes der at vare et ssmmenfald mellem overudtryk af NADPH oxidase (NOX) og mutation i
proto-oncogenet K-Ras. (Lambeth, 2007)
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sekunder budbringer, hvorigennem NOX enzymerne overforer signaler til redox-felsomme:

kinaser, phosphataser og transcriptionsfaktorer (Ushio-Fukai og Alexander, 2004; Wu, 2006

og Lambeth, 2007). Hypotetisk kan NOX-enzymerne herigennem pavirke: celleproliferation,
angiogenese, hemme apoptose og pavirke integrin signaler (Lambeth, 2007).

En hypotese, er at NOX enzymerne virker gennem den redox-regulerede transcriptionsfaktor
nuclear factor kB (NFkB), der regulerer udtrykket af en rackke gener (Brar et al., 2003), f.eks.
cyclin D17°(G,-S-fase transition) og anti-apoptotiske proteiner af Bcl2-familien. Hemning af
NF«B med antisense oligonucleotider kan blokere tumorvaeksten i "Hodgkins Disease”,
lungekreeft, kreeft 1 hoved og hals- og brystkreft. I forseg med melanomaceller forte specifik
haemning af NFkB med den viralt kodede supersuppressor (AdlkBaSR) ikke til heemmet
vakst. Til gengaeld forte hemning af NOX 1 melanomacellerne til reduceret DNA-binding af
en anden familie af redox-regulerede transcriptionsfaktorer: cAMP response element (CRE)-
binding proteiner: activating transcription factor 1 (ATF-1), ATF-2 og CREB-1. (Brar et al.,
2002 og 2003)

En anden model giver et bud pd sammenhangen mellem NOX genereret ROS og metastase.
(Wu, 2006). NOX induceres af vaekstfaktorer, cytokiner og integriner, hvorefter der genereres
ROS. Naste led i signalvejen er to redoxfalsomme enzymer: Protein Kinase C (PKC) og
protein tyrosine phosphatase (PTP), der henholdsvis aktiveres og heemmes af ROS.
Pévirkningen af PKC og PTP ferer til aktivering af mitogen activated protein kinase (MAPK),
der aktiverer en raekke transcriptionsfaktorer: SMAD, AP1, Ets og Snail. Disse
transcriptionsfaktorer regulerer gener, der forer til metastase, herunder epithelial-
mesenchymal transition (EMT), migration, og invasion.

p21 (PAK) er en anden kinase, der muligvis reguleres af NOX genereret ROS. PAK er en
effektor af RAC-GTPase mediateret remodellering af cytoskelettet og angiogenese’’. (Wu,
2006)

" NOXI1 er involveret i udtrykket af cyclin D1 og transcriptional aktivering af gener af Fos-familien. (Lambeth,
2007)

77 Proangiogene faktorer: VEGF, “matrix metalloproteinaser”’MMP, VEGFR (Ushio-Fukai og Nakamura, 2008);
PAK, Rac, VEGF (Wu, 2006); HIF-1a, Ref-1, pS3, NF-kB og Ets (Ushio-Fukai og Nakamura, 2008)
Genudtryk: VEGF, MMP, uPA, PAI-1. (Ushio-Fukai og Nakamura, 2008); NOX aktiverede vakstfaktorer i
relation til angiogenese: NOX aktivering, veekstfaktorer: VEGF, angiopoietin-1, hypoxia, ischemia (f.eks. ved
areforkalkning) (Ushio-Fukai og Nakamura, 2008)
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Figur 2.4. ROS afhangige signalveje i forbindelse med tumorudvikling. Vakstfaktorer (HGF), cytokiner
(TGFp), tumor promoteren (TPA) og integriner kan inducere ROS produktion gennem NADPH oxidase
eller afledt fra mitochondrier. Proteinkinase C (PKC) og protein tyrosine phosphatase (PTP), henholdsvis
aktiveres og deaktiveres af ROS, hvilket begge dele forer til aktivering af “mitogen activated protein
kinase” (MAPK). MAPK aktiverer en raekke transkriptionsfaktorer: SMAD, AP-1, Ets-1 og Snail. Hver
transkriptionsfaktor regulerer gener, sisom: E-cahedrin, MMP”, integriner og biglycan, hvilket forer til
”epithelial-mesenchymal transition” (EMT), migration og invasion. (Wu, 2006)

Hvorvidt det er forhgjet aktivitet af NOX, eller fejlregulering af andre redoxaktive enzymer,
der er arsagen til foreget oxidativt stress og LPO i1 og omkring cancercellerne, er stadig uklart.
Men en “ond cirkel” kan opsté ved at cancerceller producerer en foraget mangde af ROS,
hvorved de rekrutterer inflammatoriske celler, der generer mere ROS. (Frederico et al., 2007)

78 »Matrix metalloproteinaser” (MMP) er involveret i sammenhzngen mellem; mitochondrier, foraget ROS-
produktion og forhgjet aktivitet af "matrix-degrating metalloproteinaser” (MMP) (Review: Nelson og Melendez,
2004).
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2.4. Peroxisomes

Peroxisomer findes typisk som smé runde organeller med en diameter pd 0,1-1um. Men de er
dynamisk/plastiske organeller, der ligeledes kan veare aflange eller organiseret i netverk.
Hovedfunktionen blev oprindeligt antaget at vaere omdannelse af hydrogenperoxid (H,0O,), via
det antioxiderende enzym katalase. (Baumgart et al., 2001 og Schrader og Fahimi, 2004 og
2006)

I raske celler spiller peroxisomer en vaesentlig rolle i lipid metabolismen, herunder: -
oxidation af lange fedtsyrer, nedbrydning af giftige galdesyrer, nedbrydning af bioaktive
leukotriner og prostaglandiner, og de er involveret i biosyntesen af cholesterol og
plasmogener.” (Baumgarten, 2001) Derudover har peroxisomerne muligvis en funktion, mht.
at beskytte cellerne mod ROS og oxidativt stress. (Baumgart et al., 2001 og Schrader og
Fahimi, 2004 og 2006)

Produktion af ROS fra peroxisomer

Peroxisomer har deres eget iltforbrug. Det er blevet antaget, at peroxisomerne fra rottelever
forbruger 20 % af cellernes totale iltforbrug®, hvorigennem de genererer 35 % af den totale
H,0, (Schrader og Fahimi, 2004 og 2006). Peroxisomerne rummer en reekke enzymer, der
henholdsvis producerer og nedbryder ROS (se nedenstdende tabeller). Normalt er aktiviteten
af de antioxiderende enzymer i overskud, sdledes at peroxisomerne har en netto
antioxiderende virkning.

En hypotese for foreget produktion af ROS, er at der sker en disproportional foragelse af
oxidative enzymer i peroxisomerne. Dette underbygges af eksperimenter med induktion med
transcriptionsfactoren “peroxisome proliferator activated receptor a (PPAR a), hvor acyl-CoA
oxidase (-oxidation) blev foreget 10-30 gange, mens aktiviteten af katalase kun blev foreget
1-2 gange. Peroxisomaktiviteten foreges ved oxidativt stress, dog ikke 1 tilfelde af
celleproliferation, hvor peroxisom aktiviteten nedreguleres af TNF-a. (Schrader og Fahimi,
2006)

7 Andre metaboliske processer i peroxisomerne: Katabolisme af: aminosyrer, polyaminer, puriner; Glyoxylate
metabolisme og “hexose monophosphat pathway” (Schrader og Fahimi, 2004)

% En anden forfatter angiver lever peroxisomernes iltforbrug til at vaere 10-30% (Moldovan og Moldovan,
2004)
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Enzym Substrat ROS
Acyl-CoA oxidase
a. Palimtoyl-CoA oxidase Langkeadede fedtsyrer H,0,
b. Pristanoyl-CoA oxidase Methyl-forgrenede fedtsyrer H,0,
c. Trihydroxycoprostanoyl- | Galdesyre mellemprodukter H,0,
CoA oxidase
Urate oxidase Urinsyre H,0,
Xantine oxidase Xanthine H,0,, O,”
D-amino acid oxidase D-proline H,0,
Pipecolic acid oxidase L-pipecolic acid H,0,
D-aspartate oxidase D-aspartate, N-methyl-D-aspartate | H,O,
Sarcosine, pipecolate
Sarosine oxidase Glycolate, lactate H,0,
L-alpha-hydroxy acid oxidase H,0,
Poly amine oxidase N-acetyl spermine/spermine
Nitric oxide synthase L-arginine H,0,
Plant sulfite oxidase Sulfit NO’
HzOz

Tabel 2.5. Peroxisome enzymer, der genererer ROS. (Schrader og Fahimi, 2006)

Enzym Substrat Enzym er ogsa tilstede i
Katalase® H,0, Cytoplasma (f.eks. erythrocytes)
og nucleus, mitochondria
Alle cellens underomrader
Glutathione peroxidise H,0, Mitochondria
MnSOD 0" Cytoplasma
Cu,ZnSOD 0" ER og cytoplasma
Epoxide hydrolase Epoxider Cytoplasma, nucleus, mitochondria
Peroxiredoxin 1 H,0, Peroxisomer, kloroplaster,
PMP 20 H,0, cytoplasma
Mitochondrier i rodknolde (kun
Plante ascorbate-glutathione H,0, planter)

cyklus

Tabel 2.6. Peroxisome enzymer, der nedbryder ROS. (Schrader og Fahimi, 2006)

En interessant mulig forbindelse mellem peroxisomer, ROS, mitochondrier og cancer, er
fundet i forbindelse en model for Zellwegers syndrom (Baumgart et al., 2001). En recessivt
arvelig sygdom, hvor der er sket mutationer i generne for de sarlige PEX-proteiner
(peroxiner), der er nedvendige for dannelsen af peroxisomer®. I forseg med negne mus,
PEX-5 7" ”knockout-mus”, ferte mutationen ikke alene til defekte peroxisomer, men samtidig
til defekte mitochondrier. Disse havde misdannelser, der minder om mitochondrier, der har
vaeret udsat for oxidativt stress: 1. proliferation af pleomorfiske mitochondrier, 2. abnorme
cristae (f.eks. parallelle stakke, eller kurvede former) og 3. ”dunet” matrix og 4. opsvulmede
mitochondrier. Defekte mitochondrier, fordrsaget af ROS er en af forklaringsmodellerne for,
hvordan kraeft opstar (se ovenstdende afsnit; Mitochondrier).

Det er endnu ikke afklaret, hvilket af de ROS-producerende systemer: mitochondrier, NOX-
enzymer, peroxisomer, eller andre, der er vigtigst for opreguleringen af ROS i cancerceller.

8! Katalase er fundet nedreguleret i leverkrzft. (Schrader og Fahimi, 2004)

%2 Hos mennesket kendes ca. 20 peroxisomsygdomme. (Schrader og Fahimi, 2004)
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(Wu, 2006). Efterfolgende afsnit beskeaftiger sig med de videre reaktioner mellem ROS, RNS,
lipider og DNA.

2.5. Lipid peroxidation (LPO)

Lipid peroxidation (LPO) er en fallesbetegnelse for oxidation af organismens mange
forskellige lipider. Der skelnes overordnet mellem: 1. enzymatisk LPO og 2. ikke-
enzymatisk” LPO™ (Spiteller, 2003).

Eksempler pa enzymatisk LPO er cyclooxygenase (COX) og lipoxygenase (LOX)
signalvejene, der er involveret i immunforsvar, inflammation og cancer (Masotti et al., 1988,
Bartsch og Nair, 2000; Spiteller, 2003; Rahman og Kelly 2003 og Shibamoto 2006).

’Ikke enzymatisk” LPO kan induceres af de tidligere navnte faktorer, der bidrager til
oxidativt stress, herunder oxiderende kemikalier og varme (se afsnittet: Oxidativt stress,
m.fl.)**. En overgang fra enzymatisk LPO til “ikke-enzymatisk” LPO kan ske ved, at LOX
enzymet begér ’selvmord”. Dette kan ske, hvis koncentrationen af flerumattede fedtsyrer
(PUFA) bliver for hej eller ved iltmangel (hypoxia). Herved frigives jern-ioner (Fe’"), der
katalyserer dannelsen af LPO-produkter (Spiteller, 2003).

LPO - en kaedereaktion

’Ikke enzymatisk LPO kan have karakter af en kadereaktion, hvor flerumettede fedtsyrer
angribes af reactive oxygen species” (ROS). Herved fjernes et allyl-hydrogen fra en
methylgruppe mellem to dobbeltbindinger 1 fedtsyren. Det heraf dannede konjugerende
radikal, peroxioderes af ilt, og gennemgér yderligere reaktioner. Herunder dannes “reactive
carbonyl compounds”: formaldehyd, acetaldehyd, acrolin, malonaldehyd (MA), glyoxal og
methyl glyoxal (Shibamoto, 2006). Slutprodukterne bestér af: mettede alkaner, f.eks. ethane
og pentane; aldehyder og malondialdehyd®’® (se endvidere figur 2.9). (Miekisch et al., 2004 og
Shibamoto, 2006)

Forhgjede mangder af LPO-produkter, er blevet sat i forbindelse med en lang raekke
sygdomme: infektioner, f.eks.: AIDS og lungebetendelse; astma, cystic fibrose, alzheimer,
ledegigt (rheumatic arthritis), areforkalkning, afstedning ved organtransplantation, skizofreni
og kreeft. Derudover tilstande som alderdom, overvagt, stress og rygning. (Bartsch og Nair,

% In Vitro er foroget LPO observeret ved forhejede koncentrationer af bivalente metalioner, herunder Fe*" og
Cu*". Kendes ogsa fra "Wilsons disease”, hvor ophobning af metalioner forirsager foroget oxidativt stress og hoj
risiko for leverkraft. Etheno (¢) DNA-vedhang er malt i forhgjede koncentrationer i lever-DNA fra patienter
med Wilsons sygdom. (Bartsch og Nair, 2000)

% Gerhard Spiteller foreslar i tidsskriftet Medical Hypotheses, at hovedarsagen til LPO maske kan findes i
samspillet mellem phospholipase (PL) og LOX-enzymer, der kan igangsette en kaedereaktion af LPO (Spiteller,
2003). Hvilket kan underbygges af, at PL A2 er overudtrykt i mange cancertyper (Bartsch og Nair, 2006).

8 Malondialdehyd (MDA) kendes endvidere som biprodukt af prostaglandinsyntesen. (Marnett, 2002)
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2000; Roberts IT og Morrow 2002*¢; Rahman og Kelly 2003; Spiteller 2003 og Gago-
Dominguez et al., 2007)

Pé det molekylare niveau kan LPO have folgende skadevirkninger pé cellens
membransystemer® : 1. membranerne mister deres fleksibilitet, 2. foroget
gennemtrengelighed og 3. odeleggelse af membranproteiner. (Nishikawa, 2008)
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Figur 2.5. Lipid peroxidation. Dannelsen af aldehyder, ethan, pentan og malondialdehyd ud fra reaktion
mellem “reactive oxygen species”, her et hydroxy radikal (OHe) og flerumzttede fedtsyrer. (Miekisch et
al., 2004)

Kan LPO inducere kraeft?

ROS, RNS og LPO produkter kan skade: DNA, RNA og proteiner, hemme DNA
reparationsmekanismer og “proapoptotic pathway”. LPO menes at vere en af hovedkilderne
til DNA-skade i mennesker, og signifikant for udviklingen af cancer. (Marnett, 2002 og
Bartsch og Nair, 2006)

% Indeholder leengere lister over sygdomme, hvor F2-isoprostaner har varet brugt som marker. (Roberts II og
Morrow 2002)

%7 Membraner i tumorceller har lavere indhold af flerumzttede fedtsyrer end normale celler, hvilket giver dem
foreget resistens mod LPO. (Masotti et al., 1988))
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DNA-reaktive aldehyder fra LPO, f.eks. malondialdehyd (MDA) kan resultere i mutationer og
carcinogenesis (Marnett, 2002 og Bartsch og Nair, 2006). Malondialdehyd (MDA) resulterer i
et ’DNA-vedhang” ved at gé i1 forbindelse med DNA-baserne: dG, dA og dC (se

nedenstéende figur).
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Figur 2.6. Dannelsen af etheno(g)baser” ud fra reaktioner mellem epoxyalkanal og DNA. Flerumzttede ®-
6 fedtsyrer (m6-PUFA) udszettes for oxidativt stress (ROS/RNS) og omdannes via LPO forst til
hydroxyalkenal og efterfelgende epoxyalkanal, der reagerer med DNA. (Bartsch og Nair, 2000)
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Figur 2.7. Dannelse af ”’DNA-vedhaeng” ud fra reaktion mellem malondialdehyd (MDA) og DNA-baserne:

dG, dA og dC. (Marnett, 2002)

Mangden af "DNA-vedhaenget”, M;G er blevet mélt til at vaere 2-3 gange hojere hos patienter
med brystkraeft, end hos raske kvinder. Paradoksalt nok er mengden af MG lavere i
kreftvevet, end 1 det omliggende raske vaev. (Marnett, 2002)

36



Inflammatory diseases
(pancreatitis, colitis, hepatitis)

[}

Activation of inflamatory cells/
oxidant generating enzymes

4
| Cytokines 4—‘

MPO,NADPH-Ox. NF-kB
A N
Lox | | cox-2
iNOS
A4 T
2 ROS RNS
¥ 7~
Lipid peroxidation

HN%PNE \DA
v

8-ox0-dG EthenoiPropano adducts Iu,dG " 8-NO,-dG

Impaired/imbalanced

Cell replication 5
DNA repair

Mutation and genomic instability

Cancer

Figur 2.8. Illustration af sammenhaengen mellem betaendelsestilstande, foreget ROS-produktion, LPO,
dannelsen af LPO-produkter: 4-hydroxy-2-noneal (HNE), 4-hydroxyhydroperoxy-2-noneal (HPNE) og
malondialdehyd (MDA), DNA-skader og udviklingen af cancer. (Bartsch og Nair, 2006)

Derudover menes LPO-produkter at kunne fremme udviklingen af kreft pé flere andre mader:
hamning af caspaser (apoptose), induktion af angiogenesis, telomerase, metalloproteinaser,
DNA-methyltransferase og ved haemning af detoksificerende enzymer. (Marnett, 2002 og
Bartsch og Nair, 2006)

Kan LPO hzmme kraft? (Lipid peroxidations teorien”)
”Lipid peroxidations teorien”, hevder, at LPO kan beskytte mod brystkraft, modsat f.eks.
nyre- og hudkreeft. Baggrunden er, at der er forskel i risikofaktorerne mellem brystkreeft og

andre kraefttyper. Eksempelvis resulterer fjernelse af aeggestokkene i foraget risiko for
nyrekraeft, mens det nedsatter risikoen for brystkraeft; hojt blodtryk er skadeligt for nyrerne,
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mens det er gavnligt for brysterne (- hvis det er under graviditet); Alkohol er godt for nyrerne,
men skadeligt for brysterne. Den foresldede virkningsmekanisme, er at LPO-produkter kan
inducere apoptose™. Teorien underbygges af, at pronosen for brystkraftpatienter er darlig,
hvis de har lavt indhold af MDA, (Cago-Dominguez et al., 2007)

I tidsskriftet Medical hypothesis har Gerhard Spiteller opstillet en hypotese for
sammenhangen mellem LPO, inflammation og cancer. Hypotesen er, at for lavt niveau af
LPO resulterer i kreeft®®, mens hejt niveau af LPO resulterer i inflammation, f.eks. ledegigt.
(Spiteller, 2003)

Milemetoder, markerer og derivater

Maling af LPO-produkter har nydt stor videnskabelig interesse, da LPO, som tidligere nevnt,
er impliceret i en reekke sygdomme, herunder cancer. Men méling kompliceres af, at en
vaesentlig del af LPO-produkterne er flygtige, meget reaktive, vandopleselige, og derfor
vanskelige at isolere fra biologisk materiale. Eksempler pa “reaktive carbonylforbindelser”
(RCC): formaldehyd, acetaldehyd, acrolein, malondialdehyd (MDA), glyoxal og
methylglyoxal. (Shibamoto, 2006)

En tilgang har derfor veret at fremstille afledte stoffer (derivater), der er mere stabile. |
forbindelse med sygdom har MDA varet mest anvendte LPOs marker. Derivater kan
fremstilles ud fra f.eks. 2,4-dinitrophenyl hydrazine (DNPH)®' og pentafluorophenyl
hydrazine (PFPH)"?, og méles efterfolgende ved brug af f.eks. GC/MS. Indholdet af MDA
kan endvidere bestemmes ved brug af assays, hvor det mest anvendte har vaeret
“thiobarbituric acid” (TBA) assay. Problemet hermed er dog, at det ikke er specifikt for
MDA, men ogsa kan reagere med andre LPO produkter. Et helt andet problem er, at MDA
ikke er specifik for LPO i forbindelse med sygdom. MDA forekommer som biprodukt ved
den naturlige prostaglandinbiosyntese. Endelig kan MDA opstd som et artefakt, da f.eks.
homogenisering af vav giver sterkt foreget LPO. (Bartsch og Nair 2000 og Bartsch og Nair
2006; Marnett, 2002; Roberts II og Morrow, 2002 og Shibamoto, 2006)

Etheno-baser og DNA-vedhang dannet ved reaktion med MDA kan méles ved brug af
immunoassays, blandt andet fra urin. (Bartsch og Nair, 2000 og 2006 og Rahman og Kelly,
2003). Heller ikke disse assays er dog helt specifikke. (Roberts II og Morrow, 2002)

% Effekten er muligvis hormonelt betinget. @strogen inducerer LPO i forsagsmodeller. Men derudover kan
LPO-produkterne muligvis relateres kostfaktorer med foreslaet beskyttende virkning i relation til brystkreeft:
soja, marine n-3 fedtsyrer, gron te (“epigallocatechin gallate” (EGCQ)), isothiocyanater (korsblomstfamilien),
vitamin D og calcium; kemopraeventive midler, der muligvis virker ved apoptose induceret af oxidativt stress:
retinoider, “nonsteroidal antiinflammatory drugs” (NSAID), polyphenoler, tamoxifen, vanilloider, og rotenoider.
(Gago-Dominguez et al., 2007)

¥ LPO-indikator.

% Denne hypotese passer med, at ROS i dedelig dosis resulterer i tumor ded (apoptose) (Giles, 2006; Nishikawa,
2008), hvorved ROS virker som “’tumor suppresssor”. (Ramsey og Sharpless, 2006)

' DNPH derivater er en hyppigt anvendt marker, og er anvendt i 90 % af de analyser, der er foretaget.
(Shibamoto, 2006)

%2 Andre stoffer til fremstilling af derivater: cysteamine, til brug for: formaldehyd og acetaldehyd; N-hydrazine,
til brug for: acrolein, 4-hydroxy-2-noneal og MDA; O-phenylene, til brug for: glyoxal og methylglyoxal.
(Shibamoto, 2006)
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8-oxo-deoxyguanosine kan visualiseres med fluorescein isothiocyanate (FITC) — conjugated
avidin. (Radisky et al., 2005)

F2-isoProstaglandiner (IsoP) er blevet navnt som en ny guldstandard for maling af LPO, da
isoP biosyntesen skulle vare specifik for ikke-enzymatisk LPO. (Gago-Dominguez et al.,
2007)
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Figur 2.9. Liste over foresliede produkter og mellemprodukter dannet ved LPO.” (Shibamoto, 2006)

Biokemien 1 LPO er sa kompliceret, at det er uoverkommeligt at praeesentere alle mulige
“pathways” og LPO-produkter. Derfor er strategien at undersege hvilke lugtstoffer, der rent
faktisk kan identificeres fra kraeftsygdomme (se kapitel: "Kemisk fingeraftryk af cancer”) for
herefter at ga bagleens og vurdere om de kan stamme fra LPO.

% Lav-molekylare aldehyder er ofte irritanter, f.eks. er acrolein en kendt gjeirritant. Formaldehyd og
acetaldehyd er toksiske. Dicarbonylen glyoxal er en tumorpromoter og methylglyoxal har vist sig at kunne
haemme DNA- og RNA-syntese. (Shibamoto, 2006)
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3. “Major Histocompability Complex” (MHC)

’Menneskets bedste ven kan maske bruges til at snuse sig frem til histokompatible donorer.”

Lewis Thomas (1974)°*

”Major Histocompability Complex” (MHC) er en gruppe af sammenkadede polymorfe gener.
De klassiske MHC gener koder for klasse I og klasse IT glykoproteiner’”, der prasenterer
antigener pa celle-overfladen, henholdsvis for patruljerende T-lymfocytter og T-
hjeelpeceller’®. MHC-molekylerne er involveret i immunforsvarets genkendelse af
’selv”/”ikke-selv”, herunder frastedning af organer ved transplantation. Det er blevet anslaet
at hver celle fremviser ca. 250°000 MHC molekyler’’ (Garcia-Lora et al., 2003).

Kapitlet gennemgar forst MHC-kompleksets form og funktion hos henholdsvis mus og
mennesker. Dernast et lille afsnit om MHC-peptider (antistoffer). Tredje afsnit handler om
hypoteser for dannelsen af MHC-relaterede lugte. Afslutningsvis gennemgés hypoteser
omkring “tumor escape”, og den mulige forbindelse mellem MHC-a&ndringer og cancer.

3.1. Mus (Mus musculus): MHC

I 1975 fremsatte Lewis Thomas spekulationer om, at generne fra “Major Histocompability
Complex” (MHC), der er intimt involveret i immungenkendelsen, maske ogsa er
bestemmende for dyrs individuelle lugt eller lugttype®® (Gilbert et al., 1986; Rock et al., 2007;
Willse et al., 2006 og Restrepo et al., 2006).

Musens MHC-kompleks findes pa kromosom 17 (se nedenstdende figur og Figur 3.2.)
(Cheetham et al., 2007), hvor det straekker sig over 8 Mb”” (Amadou et al., 1999), og
indeholder ca. 50 gener (Yamazaki et al., 1999).
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Figur 3.1. MHC-komplekset (M. musculus), kromosom 17. Groft fysisk kort med angivelse af retning til
centromer (cen), indbyrdes placering af klynger af de forskellige klasser af MHC-molekyler, og
placeringen af en klynge “lugtreceptor-lignende” gener (OLFR gener) i retning af teleomeren. (Amadou et
al., 1999)

% Citatet er oversat fra: (Penn og Potts, 1998).

% Navngivning for MHC klasser og deres undertyper: MHC klasse I: A, B og C; MHC klasse II (immunceller):
DP, DQ og DR. (Knapp et al., 2006)

% T-hjelper-celler fremmer antistofproduktionen hos B-cellerne. (Brown et al., 1989).

°7 Tidligere er angivet et estimat pa 100°000 MHC klasse I molekyler per celle. (Penn og Potts, 1998)

% Lewis Thomas: “genes governing mouse self-recognition by pheromones are associated with the Ir-1 locus,
within the complex locus for H2 antigens”.(Rdck et al., 2007)

% 2 centimorgan (cM)/”’map unit” (m.u.). (Yamazaki et al., 1983 og Boyse et al., 1987)
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MHC-komplekset deles op 1 3 klasser: Klasse Ia, klasse Ib og Klasse II, der hver koder for sin
klasse af glykoproteiner. MHC-klasse I molekylerne bestér af 45 kDa tung keede”'”" og 13
kDa ”’let kaede”, 2 mikroglobin (B2M), der findes “ikke-kovalent” bundet i cellemembranen:

Klasse Ia: H-2K og D. Fremviser antistoffer for “cytotoxic T-celler”.

Klasse Ib (“ikke klassiske): D/Qa:T1a. Muligvis funktionel analog til det menneskelige
HLA-G (se afsnittet: ”Tumor escape”); Klasse Ib molekyler er endvidere fundet co-udtrykt
med V2R receptorer i det “vomeronasale organ” hos mus (Leinders-Zufall et al., 2004) (se
afsnittet: Lugtesansen).

klasse II: H-2I (A/E). Fremviser antistoffer for T-hjelper celler, der inducerer
antistofproduktion i B-celler.

(Brown et al., 1989; Amadou et al., 1999; Singh, 2001 og Restrepo et al., 2006)101

MHC-komplekset er karakteriseret ved: 1. mange funktionelle loci per klasse, 2.
allelopolymorfisme, f.eks. anslds H-2K og H-2 D/L at have ca. 100 forskellige alleler, 3. co-
dominant udtryk og 4. hej heterozygocitet, naesten 100 % hos vilde mus (M. musculus).
(Eggert et al., 1999 og Restrepo et al., 2006). MHC-molekylets struktur er angivet pa
nedenstdende figur, herunder bindingen af MHC-peptider. Det er forklaret, hvordan MHC-
molekyler nedbrydes i serum'®” og urin (Singh, et al., 1987 og Singh, 2001). Undersogelser
pa rotter har vist at MHC-molekyler findes i urinen i rimelig hej koncentration: 40-190 ng/ml
(Singh et al., 1987).

1% MHC klasse Ia molekylerne er polymorfe i deres N-terminal, hvorfor peptidgenkendelsen, forventes at vare
knyttet hertil. (Restrepo et al., 2006)

1% Analoge regioner hos rotter: A (klasse I), B/D (klasse IT) og C/E (klasse I). (Brown et al., 1989)

192 MHC-relateret lugt kommer fra lymfesystemet, hvilket er blevet eftervist ved forseg pa gnavere, der forst har
faet edelagt deres rygmarv, hvorefter den er blevet erstattet med rygmarv fra en donor med anden MHC-type.
Disse kimarer udtrykte donorens MHC-type i urinen. (Singh et al., 1987 og Yamazaki et al., 1999)
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Figur 3.2. MHC-komplekset hos mus (M. musculus): a. MHC-komplekset findes paA musens kromosom 17.
a.i.: Forstorret udsnit fra B1 med MHC-kompleksets gener med angivelse af udvalgte loci og eksempler
pa terminologien omkring navngivning af MHC-alleler. a.ii. Eksempler pa haplotyper. b. MHC Kklasse Ia
molekylets struktur. Det feerdige antigenpraesenterende proteinkompleks rummer 3 komponenter: 1.
MHC-molekylets ”tunge kaede” (45 kDa), hvor alfahelix al og 02, sammen med de to underliggende 8-
plader, udger den antigen-bindende kleft. 2. f2-mikroglobulin (B2m), og 3. MHC-peptid (antigen).
Molekylet er et transmembranprotein med en cytoplasmisk hale. c. Antigenbindende kloft genkender de 9
aminosyrer lange MHC-peptider ud fra 2-3 “anker-aminosyrer”, der passer ud fra negle-i-las
princippet”. d. ZAndring af specificiteten af MHC-molekylets antigen-bindende kleft ved klovning af
proteaser. Angivelse af skeeringsstedet for proteasen papain. d.i. Fragmentet af MHC-molekylet som det
findes i serum (39 kDa). D.ii. Fragmentet af MHC-molekylet som det findes i urin (27 kDa). (Restrepo et
al., 2006)

MHC-komplekset og adfzaerd

MHC-relaterede lugte har tilsyneladende en raekke adfeerdsmassige konsekvenser for
gnavere'”, herunder: “sleegtskabsgenkendelse”, hunmus’ valg af “redekammerater”,
parringsvalg og ”Bruce effekten”, hvor sidstnavnte er abortering, nar en hunmus 1 de tidlige
faser af graviditeten konfronteres med lugten af en ny indtreengende han. (se kapitlet:
Hypotesen om “’signaturlugte”).

19 preliminaere data indikerer sammenhaeng mellem MHC og lugt hos ringhalede lemurer
(Lemur catta). (Knapp et al., 2006)
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3.2. Menneske (Homo sapiens): "Human leukocyte antigen”
(HLA)

Hos mennesker kaldes analogien til musenes MHC-kompleks for "Human leukocyte antigen”
(HLA), og genkomplekset befinder sig pa den korte arm af kromosom 6 (se nedenstdende
figur). (Restrepo et al., 2006)
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Tel Long arm Cen Short am Tel

qil il BT ENIED

HLA region
6p21.1-21.3

Class Il Class Il Class |

| I B Il |
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Gene map of the human leukocyte antigen (HLA) region
Expert Reviews in Molecular Medicine® 2003 Cambridge University Press

Figur 3.3. Genetisk kort over “human leukocyte antigen (HLA) regionen. HLA regionen spzender 4 x 10°
nukleotider pa kromosom 6p21-p21.3 med klasse I1, klasse III og klasse I generne lokaliseret fra
centromeren (Cen) til teleomer (Tel) enden. (Mehra og Kaur, 2003 )

Klassiske HLA klasse I gener bestar af 8 exons, 7 introns og en u-translateret 3’ region
(Abbas et al., 2004). Der er en hej grad af heterozygositet med op til 80 % for enkelte loci
(Yeager og Hughes, 1999). Eksempelvis er det blevet ansléet, at HLA-B har 180 alleler
(Montag et al., 2001). HLA-klasse I glykoproteinet bestar af en ”tung kede” pd 45 kDa og en
’let kaede”, B-mikroglobulin (2M) pé 13 kDa. 2M kodes i gvrigt uden for HLA-komplekset
pa kromosom 15 (Garcia-Lora et al., 2003).

Den generelle form og funktion af de menneskelige HLA-molekyler forventes at veere den
samme som hos mus (se figur 3.2). Rekkefolgen og terminologien for generne er dog andret.

Klasse Ia: HLA-A, -B og -C: Polymorfe glykoproteiner, der udtrykkes pa overfladen af
nasten alle celler. De er generelt membranbundne og fremviser antigener til “’cytotoxic
(CD8") T-celler”.

Klasse Ib (Vikke-Kklassiske”): HLA-E, -G'% og —F: HLA-molekyler med begranset
vaevsdistribution. De “ikke klassiske” HLA molekyler findes bade i membranbunden og
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oplest form, hvilke fremkommer ved alternativ splejsning” og sletning. "Ikke klassiske”
HLA molekyler er endvidere kendetegnet ved interferon ufelsomhed, og HLA-E og HLA-G
menes at vaere involveret 1 ”tumor escape” (se afsnittet: ”Tumor escape”).

Klasse II: HLA-DR, -DQ og —DP; Udtrykkes pa B-celler, dendritceller og makrofager.
Prasenterer antistoffer for T-hjalper celler (“hjzlper (CD4" T-celler”), hvorved der induceres
antistofproduktion i B-celler.

(Brown et al., 1989; Yeager og Hughes, 1999; Montag et al., 2001; Garcia-Lora et al., 2003
og Hunt et al., 2005;)

HLA og lugtprzferencer hos mennesker

Schweiziske forskere har udfert forseg, hvor kvinder har lugtet til brugte T-shirts fra mend,
hvor bade kvindens og mandens HLA-type var blevet bestemt pd forhdnd. Resultaterne mé
betragtes som praliminare, men der blev fundet statistisk signifikans for, at kvinder finder
lugten af mand med forskellig HLA-type mest behagelig. Havde kvinderne derimod taget p-
piller, blev deres praferencer modsatte, dvs. de fandt lugten af mand med en HLA-type lig
deres egen mest behagelig. (Wedekind et al., 1995 og Wedekind og Fiiri, 1997) Supplerende
forseg viste, at hverken mand eller kvinder kunne identificere kon ud fra de brugte T-shirts,
og at mend ligesom kvinder foretraekker lugten fra mennesker med en HLA-type, der er
forskellig fra deres egen. (Wedekind og Fiiri, 1997)

12002 spurgte amerikanske forskere 49 Hutterit-kvinder, hvilken duft de ville foretrackke,
hvis de skulle lugte til den hele tiden. Lugtproverne bestod af brugte T-shirts, der var baret af
mand, men denne gang indikerede resultaterne, at kvinder foretraekker lugten af mand med
HLA alleler, der matcher de alleler, kvinderne har arvet fra deres far, men ikke deres mor.
(Jacob et al., 2002)

De seneste resultater er fra en brasiliansk underseggelse med 58 studerende, der i et delforsog
ud af fire, viste at kvinder blev mere i tvivl om lugtpreferencen, hvis lugten kom fra mand,

der havde forskellig HLA klasse I fra dem selv (Praliminare data). (Santos et al., 2005)

(se endvidere kapitlet: Individuelle lugte (’Signaturlugte”))

Udtrykkes pa den del af fostrets overflade, der er i direkte i kontakt med moderens blodbane. HLA-G modulerer
immunceller til immunundertrykkende faenotyper. Dette kan blandt andet ske ved felgende mekanismer:
Heemning af leukocytter (via de hammende receptorer ILT2 og ILT4); Nedsat CD produktion hos cytotoxic T-
lymfocytter, eller ligefrem apoptose; NK-celler gores ubevagelige og mononucleare phagocytter nedsatter
produktionen af anti-inflammatoriske cytokiner (Algarre et al., 2004 og Hunt el al., 2005). HLA-G har 7
isoformer: 3 membranbundne og 4 opleste. (Abbas et al., 2004)
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”MHC-linkede” lugtreceptorer (G -proteiner)

Lugtreceptorgenerne findes som tidligere navnt spredt ud i klynger ud over alle de
menneskelige kromosomer, undtaget kromosom 20 og Y-kromosomet (Eklund et al., 2000),
Séledes er over 30 lugtreceptor gener (ca. 50 % pseudogener) lokaliseret til ”den udvidede
klasse I region” pa teleomersiden af HLA-F (Eklund et al., 2000; Amadou et al., 2003 og
Santos et al., 2005). Det samme forhold ger sig geeldende hos mus, hvor lugtreceptor gener er
fundet i den analoge MHC-region. Lugtreceptor gener taet pA MHC-komplekset har givet
anledning til spekulationer om “’linkede” MHC- og lugtreceptor gener kan vere en del af
forklaringen pa dyr og muligvis menneskers evne til at genkende individuelle lugttyper?'®’
(Fan et al., 1995 og 1998; Eklund et al., 2000 og Hedge, 2003)

3.3. MHC-peptider

MHC-peptider eller “antigener” dannes ved nedbrydning af cellens proteiner 1 proteasomerne.
MHC-peptiderne har en lengde pa 9 aminosyrer (AA)'%. Peptiderne overfores til det
endoplasmatiske reticulum (ER) via transporter proteinerne, transporter associated with
antigen processing 1 and 2” (TAP-1 og Tap-2). I ER samles peptiderne med MHC-molekylets
tunge og lette kaede (B2M), vha. chaperoner. De feerdige MHC-molekyler med bundne
antistoffer overferes herefter til cellemembranen via golgi-apparatet: se nedenstdende figur.
(Garcia-Lora et al., 2003)

1% Et andet interessant link er en mulig forbindelse mellem mitochondrierne og udtryk af MHC-gener
(Yamazaki et al., 1986). En hypotese for udviklingen af kreeft, er at det er en mitochondriesygdom (se kapitlet:
Kraeftcellers metabolisme). Forfatteren har desvaerre ikke haft tid til at forfelge dette spor yderligere.

1% Andet sted angives peptid-liganderne (MHC-peptiderne) til at vaere 8-11 AA for MHC klasse I og 12-25 for
MHC klasse I molekylerne. (Montag et al., 2001)
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Figur 3.4. ”Antigen behandlende maskineri”: Endogene peptider nedbrydes i proteasomerne til peptider
pa 9 aminosyrers lzengde. Peptiderne transporteres til det ”endoplasmatiske reticulum” (ER) af to
transporter proteiner, ”transporter associated with antigen processing 1 and 2”, TAP-1 og TAP-2, hvor de
associeres med MHC-molekylet. Herefter transporteres det samlede kompleks (antistof og MHC-
molekyle) til cellemembranen. (Garcia-Lora et al., 2003)

Med opdagelsen af receptorer i det vomeronasale organ” og muligvis nesens lugtepitel, der
kan detektere MHC-peptider, er der knyttet en direkte forbindelse mellem MHC-forskelle, en
kvalitet, der kan detekteres af lugtesansen (MHC-peptiderne) og MHC-relateret adferd. (se
afsnittet: Lugtesansen og Leinders-Zufall et al., 2004 og Kelliher, 2007)

3.4. Hypoteser for MHC pavirkning af ”individuel lugt”

MHC-molekyler er hgjmolekylere stoffer (glykoproteiner), der ikke umiddelbart kan
betragtes som flygtige. I afsnittet om lugtesansen fremgér det imidlertid, at stoffer ikke
behover at vere flygtige for at pavirke lugtesansen, og det geelder bade nasens lugtepitel og
det vomeronasale organ (VNO).

Adfaerdsstudier med Y-labyrint og forseg med bioguided fraktionering (se kapitlet: Hypoteser

for ’Signaturlugte”) peger dog pé, at semiokemikalierne befinder sig i den flygtige fraktion.
Hvordan kan MHC-molekyler pavirke den individuelle lugt?
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”Den klassiske hypotese”

Hvert individ har sit eget specifikke stofskifte, der direkte giver anledning til lugttypen,
uathangig af baerermolekyler. De polymorfe MHC-proteiner er oplagte kandidater til at
bestemme et individs lugttype, da allel-kombinationen er unik. (Boehm og Zufall, 2006)

I relation til flygtighed, kan man forestille sig, at det er MHC-fragmenter eller
nedbrydningsprodukter, der giver anledning til den individuelle lugttype (Penn og Potts,
1998a).

”Bakteriehypotesen”

Individuelle lugte har den indirekte relation til MHC, at MHC regulerer antallet og typerne af
bakterier i mave-tarmsystem, hud og urinveje, og at det er metabolismen hos disse bakterier,
der giver den individuelle lugt. (Singh, 1999)

Bakterichypotesen underbygges ved, at rotter i et ”habituation/dishabituation” forseg, ikke har
kunnet kende forskel pa lugten fra kim-fri donorer (Singh et al., 1990 og Singh, 1999).
Omvendt kunne mus i treenings-beleonnings forseg godt kende forskel pa lugten fra kim-fri
donorer med forskellig MHC-type (Brown, 1995). De forskellige resultater kan tillegges, at
musene i treenings-belennings-forsegene har varet mere motiverede. Hvad der ydermere taler
imod denne hypotese, er at mennesker og dyrs bakterieflora varierer betragteligt over tid,
hvorfor de ikke kan vare kilden til en varig individuel lugt.

”Carrier hypotesen”

Opleselige MHC klasse I molekyler transporterer specifikke duftstoffer fra blodet og til
urinen. (Singh, Brown og Roser 1987 og Singh, 1999). MHC lugttypen er séledes bestemt
ved, hvordan MHC molekylerne eller deres bundne peptider binder endogene flygtige
forbindelser (praferentiel binding) (Willse, 2006). Ifelge hypotesen undergar de oplaste MHC
molekyler proteolyse efter udskillelse af urinen, hvorefter de bundne peptider frigives
(Restrepo et al., 20006).

”Carrier hypotesen” er blevet underbygget ved: 1. At mus har kunnet kende forskel pA MHC
bestemte lugte 1 Y-labyrint forseg. 2. Mus har kunnet lugte forskel pd lugte fra to varianter af
MHC (H-2K genet), der kun adskiller sig ved 3 aminosyrer. 3. Variation i H-2 Q/T/M
regionen'"” har ligeledes betydning for den individuelle lugt. (Singh, 1999) Og endelig har
man vist at phenyl acetic acid, der findes i relativ stor maengde og med individuelle
variationer, findes bundet til peptidfraktionen i urin fra mus. (Singh, 1999 og 2001)

Argumenter mod “carrier hypotesen” er at MHC-fragmenter findes i urinen 1 meget mindre
koncentration end MUPs (10-8M versus 10-3M), og at der ikke er pévist binding af lav
molekylare stoffer til MHC klasse I fragmenter. (Restrepo et al., 2006) Carrier hypotesen
giver den forudseelse atf MHC-type variationer i lugtprofilen er additiv, hvilket ikke er
tilfeeldet — man har en "heterozygot effekt” (Willse et al., 2006); Hvis carrier hypotesen var

"7 Tidligere benavnt: H-2Qa:Tla regionen (Sing, 2001 og 1999)
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sand ville man endvidere forvente, at variationen kun gjaldt nogle fa stoffer, og ikke 108.
(Willse et al., 2006)

En variation af ”Carrier hypotesen” er fremsat af Boehm og Zufall, hvor det ikke er MHC
molekylerne, men derimod “Major Urinary Proteins”, der er barere af de flygtige
forbindelser. (Boehm og Zufall, 2006)

”Peptid hypotesen”

MHC-peptiderne eller de antistoffer, der er bundet til MHC-molekylerne, er en anden oplagt
kandidat til at give anledning til MHC-relaterede lugte. MHC-peptiderne bestemmes af MHC-
molekylerne, jevnfor specificiteten af den antigen-bindende kloft (figur 3.2).

Det er allerede naevnt tidligere, at MHC-peptider findes i nedbrudt form i urinen'®® (Singh et
al., 1987 og Singh, 2001) og kan detekteres af lugtesansen. Tilsatning af MHC-peptider til
urin og vand, kan pavirke adferden for mus og hundestejler. (Boehm og Zufall, 2006) Der er
imidlertid rejst den skepsis over for disse resultater, at der 1 forsegene var tilsat langt hgjere
koncentrationer af MHC-peptider til urinen, end der findes in vivo. Formentlig er
koncentrationen af MHC-peptider in vivo endnu lavere end koncentrationen af MHC-
fragmenterne, dvs. under 10°M. (Restrepo et al., 2006) Denne koncentration ligger dog stadig
inden for detektionsgrensen af musenes lugtesans. (se afsnittet: Lugtesansen)

1% MHC-lidander er forlobere for flygtige duftstoffer, herunder phenyleddikesyre. (Boehm og Zufall, 2006 og
Singer et al., 1997). Urinen fra mus indeholder = 1 mg/ml af carboxylsyrer, og de er sterkt lugtende. (Yamazaki
et al., 1999 og Singh, 2001)
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Figur 3.5. 5 hypoteser for virkningsmekanisme for, hvordan MHC generne kan pavirke den “individuelle
lugt”: 1. ”’The MHC molecule hypothesis”: Det er fragmenter af MHC-molekylerne, der giver anledning

til den MHC-specifikke lugt. 2. ”The peptide hypothesis”: MHC-molekylerne bzerer bestemte MHC-
peptider, og den specifikke lugt opstir ved den efterfelgende peptid metabolisme, f.eks. ”Stickland
reaktionen” i urinen. 3. ”The microflora hypothesis”: MHC-molekylerne er bestemmende for
sammenszetningen af den kommensale bakterieflora, og det er i virkeligheden bakterierne, der giver
anledning til lugten. 4. MHC-molekylerne fungerer som bzerere af lugtstoffer, men der findes ikke en

tilfredsstillende forklaring pa, hvordan de skulle zendre deres specificitet til at binde lugtstoffer frem for
MHC-peptider. 5. ”The peptide-microbe hypothesis”: Kombination af peptid og mikroflora hypoteserne,

hvorved lugten fremkommer med mikrobiel nedbrydning af MHC-peptider. (Penn og Potts, 1998a).

Den overordnede konklusion, mht. de forskellige hypoteser omkring MHC-relaterede lugte, er

at der endnu ikke er fastsldet en mekanisme for, hvordan de dannes. (Restrepo et al., 2006)
Dette rykker dog ikke ved estimatet omkring, at MHC-komplekset giver anledning til ca. 50
% af den individuelle lugttype (Beauchamp og Yamazaki, 2003).
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3.5. ”Tumor escape”

En af hypoteserne omkring arsagen til kreft, er at cancer er en immunforsvarssygdom.
Argumenter herfor, er at et velfungerende immunsystem kan afstode og destruere tumor
masser pé flere millioner celler'®. Til gengzeld er personer, der har fiet udfort
organtransplantation mere udsatte for cancer. Endvidere er ondartede tumorer ofte associeret
med virus-infektioner, f.eks. Eppstein-Barr virus (EBV), hepatitis B (HBV) og human
papillomavirus (HPV). (Garcia-Lora et al., 2003; Algarra et al., 2004 og Schuster et al., 2006)

Mulig sammenhzng mellem HLA-udtryk og kreft
Der findes klar indikation for at resistente kraeftsvulster kan undvige immunforsvaret ved

strukturelle og funktionelle @ndringer i HLA klasse I molekylerne (Wischhusen et al.,
2007)"°.

Kreaefttype Tab af MHC-klasse I
Cerevical carcinoma 96 %
Bryst carcinoma 96 %
Colorectal carcinoma 87 %
Laryngeal carcinoma 70 %

Tabel 3.1. Tab af MHC Kklasse 1 i forskellige krzefttyper. (Garcia-Lora et al., 2003)

Hermed kan der ske @ndret fremvisning af antigener pé celleoverfladen, saledes at
kreeftcellerne undgér angreb fra de cytotoksiske T-lymfocytter (CTL). Derudover kan udtryk
af ikke-klassiske HLA molekyler, sisom HLA-E og HLA-G'"' betyde at kraftcellerne undgar
angreb fra ”Natural Killer”/(NK-) celler. (Algarra et al., 2004)

Dette har faet to portugisiske forskere: S.C. Balserio og H. R. Correi, til at spekulere pa om
det er @ndringer i HLA som hunde kan lugte, nir de detekterer kreeft:

Givet de rapporter, der er lavet om hunde, der detekterer kreeft pa grundlag af lugt, er vor
hypotese, at de flygtige organiske forbindelser, der produceres af svulsterne og detekteres af
hundene, er produkter af MHC gener. To linier af evidens underbygger denne hypotese: (1)
menneskelige kropslugte er genetisk bestemt af MHC. Disse antigen molekyler (HLA i
mennesker) har oplaste og malbare isoformer, der er til stede i kropsveasker sdsom blod, urin
og sved; (2) Der er en steerk sammenhang mellem andringer i HLA udtrykket og cancer.”
(Balseiro og Correia, 2006)

Fordi mekanismen bag kraftcellernes undvigelse af immunforsvaret er lig, hvad der vides om
mekanismen bag immuntolerancen mellem mor og foster, foreslar Balseiro og Correi, at
immunomodulatoriske abortmidler kan vare en god strategi inden for kraeftbehandlingen.
(Balseiro og Correia, 2006)

1% Immunceller der angriber cancer: monocytter, neutrophiler, makrofager og Kupffer celler i leveren.
(Nishikawa, 2008)

"7 eukotriner udtrykker fortsat klasse I MHC molekyler modsat mange epithial cancere. (Henderson et al.,
2005)

" HLA-G menes at vare impliceret i fosterets undvigelse af moderens potentielt fjendtlige immunsystem, og
visse HLA-G alleler er fundet i lidt hgjere frekvens hos kvinder, der har oplevet gentagne spontane aborter.
(Abbas et al 2004)
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4. Individuelle lugttyper (’Signaturlugte”)

’Alle mennesker omgiver sig med et specielt personligt dufttegn, afhengig af alder, kan,
stammetilhgrsforhold, ernaring, helbredstilstand og aktivitet. Vi omgiver os med en
duftboble” og inden for en vis afstand blander vi vores dufte med andre menneskers
duftomrader.” (Fyrand, 1997)

Hvis det skal give mening, at diagnosticere kraeftsygdomme ud fra lugten ma to
forudsatninger logisk vaere opfyldt:

1. Kreftsygdomme ma have deres egen lugttype “’signaturlugt”
2. Der findes et system, der kan detektere lugten.

(Porter, 1985 og Schoon, 1998)

Der findes en raekke begrebsmassige problemer omkring pastanden af eksistensen af en
individuel lugttype (“signaturlugt”)''?. Hvad er det for lugtstoffer, der bestemmer den unikke
lugt? Fordrsages lugtforskellene arv eller miljo? Er forskellene kvalitative eller kvantitative,
eller ”bade-og”? Historisk er disse spargsmal blevet rejst i forbindelse med hundes (Canis
familiaris) evne til at folge lugtspor (feert) (Romanes, 1887) og “parrings-valg” hos indavlede
stammer af mus (Mus musculus) (Yamazaki et al., 1976).

Nervarende kapitel indeholder forst en gennemgang af adfeerdsmalinger (bio assays”), der
indikerer forekomsten af individuelle lugttyper. Dernast gennemgés resultater fra kemiske
analyser, herunder gaskromatografi/massespektrometri (GC/MS) og brugen af “elektroniske
naser (’gas sensor array”).

"2 En forskergruppe ledet af Dustin J. Penn fra Konrad Lorenz Institute for Ethology har foresldet en distinktion
mellem begreberne lugttype” og “kemisk signatur”/”’kemisk lugtaftryk” (Penn et al 2007):

e Lugttype: Bruges om lugtforskelle, der har deres genetiske oprindelse i et enkelt loci (f.eks. HLA
komplekset), hvilket ma forventes at give en diskontinuerlig overgang mellem forskellige lugttyper
(kvalitative forskelle).

e Kemisk signatur/kemisk fingeraftryk: Bruges om lugtforskelle, der har deres genetiske oprindelse i
forskelle mellem mange loci, f.eks. de mange gener, der er involveret i det almindelige stofskifte.
Hyvilket resulterer i en kontinuerlig overgang mellem fanotyperne. (kvantitative forskelle).

En alternativ tilgang er at skelne mellem:

e Primer lugt: Lugtkomponenter, der er stabile over tid, uanset kost og miljefaktorer

e Sekunder lugt: Lugtkomponenter, der kommer fra kost og miljefaktorer.

e Tertizer lugt: Lugtkomponenter fra ydre kilder (artefacter): lotion, saber, parfume, m.m.

(Curran et al., 2005). Udtrykket “olfactory fingerprints”. (Brown, 1979). Brugen af signaturdufte begrenser sig
ikke kun til mennesker og dyr: ”Singapore Airlines var ved udgangen af 1990erne blandt de forste firmaer, der
fik designet deres egen signaturduft, som gar igen i alt lige fra strewardessernes parfume, klimaanlaegget pa
flyene og i de lune, fugtige handklader, passagererne torrer ansigtet i efter maden. Siden har maerker som Royls-
Royce, undertgjsfirmaet Victoria’s Secret og flere store hotel- og supermarkedskeder lugtet lunten, og det
amerikanske fagblad Advertising Age har udrabt brugen af dufte i relamer som trenden i 2007.” (Krogh, 2007)
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4.1. Adferdsmalinger

... det ville veere et interessant eksperiment for tvillinger, der ligner hinanden meget, at
preve hvor langt hunde kunne kende forskel pa dem ved ferten.”
(F. Galton, 1875)'"

I en artikel fra Nature:”Experiments on the sense of smell in dogs” (Romanes, 1887), beretter
George Romanes, hvordan hans terrier (C. familiaris), en fridag i Regent Park, taber ham af
syne, efter at vere blevet distraheret af en anden hund. Romanes afprover hunden ved at
bevege sig 1 ’zig-zag”. Men hunden finder ham alligevel, forst ved at bevege sig derhen,
hvor den tabte sin ejer af syne, herefter i folger hunden lugtsporet i ”zig zag”, indtil den finder
sin ejer. Romanes bemerker, at for at det kan lade sig gore, mé& hunden skelne hans faert
mellem hundredvis af andre friske lugtspor og tusindvis af knap sé friske lugtspor, der er
blevet afsat i Regent Park.

Hundes ekstraordinare lugtesans er blevet udnyttet af mennesker til mange formal: (Bilag 8),
men her skal fremhaves politiets anvendelse af sporhunde og ID-hunde, der giver sarlig
indikation for, at mennesker har en individuel lugt.

Sporhunde

Hunde kan folge individuelle lugtspor gennem tatbefolkede og trafikerede omrader
(Romanes, 1887; Hargreaves, 1996 og Stockham et al., 2004). I et eksempel folger en
sporhund et lugtspor, der er 2 &r gammelt, efter at have fiet prasenteret faerten pa et brev, der
havde Yﬁret héndteret gennem det mexicanske og amerikanske postvasen (Stockham et al.,
2004).

ID-hunde

Politiet i USA, Tyskland, Holland, Belgien, Holland, Polen, Ungarn og Rusland benytter ID-
hunde'"® (Curran et al., 2005), til at matche en genstand (Corpora Delicti) med en lugtprove
fra en mistaenkt. Identifikationen foregéar ved at hunden ferst snuser til Corpora Delicti og
efterfolgende skal matche denne lugt med 6 lugtprover i en opstilling''®. Hunden indikerer
match, f.eks. ved at skrabe mod preven med poterne.

'3 Citatet er oversat fra: (Hepper, 1988).

"% Der er skrevet en bog om sporhunde: “Scent and the scenting dog”: (Syrotuck, 2000). Referencer til
forskningsprojekter med sporhunde: (Myznikov, 1958; Thesen et al., 1993; og Harvey et al., 2006).

"3 1 begyndelsen af 1990erne indledte dansk politi ligeledes forseg med ID-hunde. Forfatteren har besogt
hundene og deres traenere pa Rigspolitiets Hundeskole i Farum, og har set hundene arbejde. Projektet med at
treene ID-hunde blev nedlagt i Danmark i 2003. (http://www.nethundeguiden.dk/artikel print.php?id=210
og http://home3.inet.tele.dk/nphu/seminar.htm)

"% Lugtpreven laves ved at mistzenke og kontroller holder et specielt rengjort stilrer i hdnden nogle sekunder.
Herved afgives fert til stalreret. Hvorvidt denne fremgangsmade er optimal kan diskuteres, da hunde foretreekker
at bestemme identitet ved at snuse 1 den ano-genitale region (Filiate et al., 1991).
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Der er lavet en reekke undersogelser af ID-hundenes palidelighed. I en omfattende engelsk
undersogelse med 7 hunde og i alt 617 delforseg, havde hundene en succesrate pé 80 % (1/6 =
16.7 % forventet ved ren tilfeldighed). Hundene kunne endvidere matche lugtprever fra
forskellige kropsregioner med en succesrate pa 85 %. (Settle et al., 1994) Hollandske
undersogelser har efterfelgende forsegt, at gere lugtidentifikationen mere sikker ved, at der
tages hojde for hundenes motivation. Hundene ma ikke have sarlig praeference for mistenkes
lugt. Derudover skal hundene kunne lave korrekt “ikke-identifikation”, hvis der ikke er noget
korrekt lugtmatch. I den forste af de hollandske undersegelser var bedste resultat en
succesrate pa 75 % for positivt match (Schoon, 1996). I den anden underseggelse, hvor kravene
til hundene var skarpet, havde de en succesrate pd 36.4 %. Dette ma ses i forhold til, at
sandsynligheden for positivt match ved ren tilfeedighed er 1/7 x 1/7 x 1/6 x 1/6 = 0.56 %o.""”
(Schoon, 1998).

Individuelle lugte er noget hunden skal treenes til at detektere. Hunde har ikke en "naturlig
interesse i individuel lugte, og for ikke at blive distraheret af “regionale kropslugte”''®, treenes
hollandske ID-hunde til at kunne genkende den individuelle lugt i lugtprever fra 3
kropsregioner: hander, indersiden af albuen og bukselommen.'" (Schoon, 1998 og Schoon
og De Bruin, 1994)

Tvillingeforsgg: I forseg med hundes evne til, at lugte forskel pa enaggede tvillinger, kunne
hundene ikke matche lugten fra et lommetorklaede med den korrekte tvilling. Tvillinger skal
afvige enten 1 arv, dvs. vare tveeggede, eller miljo for at hundene kan lugte forskel (Hepper,
1988) Hundene klarede bedre at folge faerten af den korrekte tvilling i terreen, hvor to
tvillinger forst havde fulgtes ad for derefter at splitte op. (Kalmus, 1955) I en nyere
undersogelse kunne 3/13 (23 %) af sporhundene folge den korrekte tvilling med en
sandsynlighed hgjere end ved ren tilfeldighed (Harvey et al., 2006). Forseg med
slaegtskabsgenkendelse inden for arten, viste at teever har lugtpraeference'?” for deres hvalpe
og omvendt, og effekten kunne holde i minimum 2 ar (Hepper, 1994).

Den forelebige konklusion er, at hunde primert folger primert genetiske spor (Kalmus, 1955
og Harvey et al., 2006) og de mest oplagte kandidater er MHC-athangige lugte (Harvey et al.,
2006).

Gnavere og mennesker

En anden retning inden for forskning i individuelle lugte, tog sin begyndelse med
observationer af laboratoriepersonale p4 Monell Chemical Senses Center'?', Philadelphia,
USA, hvor indavlede mus foretrak at parre sig med mus af samme stamme, men med
forskellige “major histocompability complex” (MHC) (Yamazaki et al., 1976 og Boyse et al.,

"7 Gertrud A. A. Schoon anslar, at resultatet pa 36.4 % korrekt positiv identifikation er et underestimat, bl.a.
fordi de skaerpede krav til hundene gjorde dem mere nervese. Mere realistisk resultat for positiv identifikation
anslas til at vaere en succesrate pa 60 %. (Schoon, 1998)

"8 George Romanes Setter (jagthund), viste i forseg, at have serlig praeference for hans jagtstovler, frem for
spor, der var tradt med bare fodder eller i strempesokker. (Romanes, 1887)

"% Heste skulle efter sigende vaere i stand til at genkende signaturdufte, og kunne huske dem i flere &r.
(Christensen, 2002)

120 Hundene opholdt sig ved lugten af deres familiemedlem i 76-77 % af tilfaldene. (Hepper, 1994)

2! Monell Chemical Senses Centre hjemmeside: http:/www.monell.org/.
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1987). Rationalet i denne forskning er om dyr og mennesker bruger MHC-forskelle 1 deres
parrings-valg. Hypotesen er, at parringsvalg baseret pA MHC-forskelle vil reducere indavl og
give foreget modstand over for infektioner'** (Potts et al., 1991).

I denne forbindelse foreligger en del forskning omkring: sleegtskabsgenkendelse, parringsvalg
og lugt-praeferencer (Knapp et al., 2006), der alt sammen kan bruges som mulige indikatorer
for en sammenhang mellem lugttype og arvelighed (MHC). (se nedenstaende tabel)

Dyre-art (detektor)

Lugt standard

Reference

Slaegskabs-genkendelse
(”’Kin recognition”)

Menneske (Homo
sapiens)

Mor-barn

(Porter et al., 1983 og
1985 og Porter, 1999)

Hund (Canis familiaris)

Taeve-hvalp; Hvalp-teve

Ejer (H. sapiens)
Tvillinger (H. sapiens)

(Hepper, 1994 og Gillis
et al., 1999)

(Gillis et al., 1999)
(Kalmus, 1955)

Mus (Mus musculus)

MHC (M. musculus)

(Manning et al., 1992)

Parrings-valg

Menneske (H. sapiens) HLA (Hutterites) (Ober et al., 1997 og
1999 og Eklund et al.,
2000)
MHC (Gilbert et al., 1986)
Mus (Mus musculus) MHC (Yamazaki et al., 1976,

1978 og 1999; Potts et
al., 1991 og 1992 og
Eklund, 1997)

Lugt-preeferencer

Menneske (H. sapiens)

HLA (H. sapiens)

Barn-mor'?

(Wedekind, 1995;
Wedekind og Fiiri, 1997,
Eggert et al., 1999; Jacob
et al., 2002 og Santos et
al., 2005)

(Porter, 1985)

Tabel 4.1. En oversigt over forskning vedrarende: slaegtskabsgenkendelse™*, parringsvalg og

lugtpraeference. Tre mulige indikatorer for et sammenhang mellem lugt og genetiske faktorer. Reviews
om sammenhangen mellem individuelle lugte og arvelighed: (Penn og Potts, 1998; Singh, 2001 og Penn,
2002);Reviews kemiske signalser hos mus: (Beauchamp og Yamazaki, 2003 og Brennan, 2004); Review

Menneskers ”parringsvalg”: (Roberts og Litte, 2008 )

I ovenstiende tabel findes referencer til en del af den forskning, der er udfert omkring
sammenh@ngen mellem lugt og genetiske faktorer. Det tog sin begyndelse med, at H. Kalmus
1 1955 paviste, at hunde havde svaert ved at kende forskel pa lugtspor fra menneske-tvillinger
(beskrevet ovenfor) (Kalmus, 1955). Disse resultater blev fulgt op andre undersggelser inden
for “slegtskabsgenkendelse”, hvor det blev pavist, at hunde brugte signifikant mere tid pa at

122 Hypotesen om “parasite driven selection” er en forklaring pa MHC polymorfisme. Det empiriske grundlag for
pastanden er dog spinkelt, dog er "Mareks disease” (fugle-virus) og Malaria, blevet sat i forbindelse med foreget
overlevelse hos heterozygoter. En anden mulig forklaring pA MHC-polymorfisme er ”’selektiv abort”. (Potts et

al., 1991)

12 Spaedbern udvikler ikke lugt-praference for deres mor, hvis de er ”flaske-bern”. (Porter, 1999). Hud-kontakt
og kropslugte har betydning for etableringen af et sundt forhold mellem mor og barn. Spadberns ”sutte-adferd”
fremmer udskillelsen af ”moderhormonet” oxytocin og adskillelse fra moderen forer til mere grad fra spaedbern.

(Porter, 2004)

124 Slaegtskabsgenkendelse kendes fra flere andre dyrearter, f.eks.: ungulater, dedningehovedaber, jordegern,
”sweat bees” og Cascade frogs” haletudser. (Porter et al., 1983 og 1985)
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snuse til lugtprever fra hunde, dyr, de var beslegtede med, f.eks. teve-hvalp. (Hepper, 1994
og Gillis et al., 1999).

Mennesker har vist sig at have en lignende evne til at genkende deres atkom pa lugten (Porter
et al., 1983 og 1985 og Porter, 1999), ligeledes har speedbern en praeference for lugtprever af
deres mor taget fra bryst eller armhule. C. Jo Manning et al viser 1 1992, at hun-mus
foretraekker at dele rede med andre hunner som de har MHC-gener til felles med. Hvorved
der er etableret en forbindelse mellem slaegtskabsgenkendelse og MHC.

Der fandtes 1 forvejen indikation for, at MHC pavirkede parrings-valget hos indavlede
stammer af mus'*® (Yamazaki et al., 1976 og 1979 og Eklund, 1997). Men ud over, at forseg
med parringsvalg er teknisk vanskelige at gennemfore, kan parringsvalget athaenge af andre
faktorer end lugt, f.eks. visuelle stimuli, skent mus orienterer sig meget efter lugtesansen
(Yamazaki et al., 1979 og Eklund, 1997). Rent statistisk foretreekker musene, at parre sig med
en partner af anden MHC-type i 62-78 % af tilfzldene, hvilket er statistisk signifikant
(Yamazaki et al., 1978 og 1979) En anden metode til maling af parringsvalg, er antallet af
MHC-homozygot afkom, hvor det hos mus er blevet malt til at vaere 27 % lavere end
forventet (P<0.0001) (Potts et al., 1991)"%.

Efterfolgende er der blevet udfert en lang raekke forseg til at fastsld om mus og rotter kan
lugte forskel pa urin af forskellig MHC-type. Hvilket er blevet eftervist ved brug af

forskellige adfeerdsmélinger'®’.

Y-labyrint: I eksperimenter med Y-labyrint'*® treenes dyrene, typisk mus eller rotter, til at
kende forskel pa to lugte, og modtager beleonning for at valge den gren i labyrinten, der har
den “korrekte” lugt. Musene den “korrekte” MHC-lugt med en succesrate pa ca. 80 %.
(Yamazaki et al., 1979, 1983 og 1986; Schwende et al., 1984'%; Beauchamp et al., 1985;
Yamaguchi 1981; Yamazaki, 1999 og Willse et al., 2006)

G0, no-go”: En anden adfeerdsmaling er ’go, no-go”, hvor dyrene pa samme made som i Y-
labyrinten er treenet til at kande forskel pa to lugte, hvoraf den ene associeres med belgnning.
Dyrene fér preesenteret forskellige lugte i en testboks, hvorefter dyret indikerer positivt match,
ved at trykke pé en stang. Typisk bruges dyr, der er naegtet vand i 23 timer, og belenningen
bestar 1 en vanddrabe. I forseg med rotter er succesraten, mht. at kende forskel pd mus af

12 At parring har fundet sted, verificeres ved visuel inspektion af “vaginal-prop” hos hun-musen.

126 Antallet af homozygoter reduceres til 19 % ferre en forventet, hvis der korrigeres for intra-territorial parring
(Potts et al., 1991). Det er ligeledes antallet af homozygoter, der er blevet malt i de befolkningsundersegelser,
der er udfort pd mennesker (Hutteriter). (Ober et al., 1997 og 1999 og Eklund et al., 2000)

127 Et alternativ til naevnte adfeerdsmalinger er fysiologiske malinger. F.eks. er ”Chemosensory event-related
potentials” (CSERP) med 7 elektroder pa kraniet og maling af gjenbevagelser, blevet brugt til at male
sammenhangen mellem menneskets folsomhed over for MHC-relaterede lugte og kvinders mensescyklus. Her
blev fundet signifikante forskelle, bade mht. MHC og fasen i cyklus (Pause et al., 1999). Endvidere kan forskelle
mellem MHC-lugte pa partneren og en ny indtreengende han fa hunmus til at abortere i op mod 90 % af
tilfeeldene ("Bruce effekten”), hvorved denne effekt kan bruges som indikator for MHC-forskelle (Penn og Potts,
1998).

128 Antagelsen i eksperimenter med Y-labyrint, er at de visuelle stimuli forsvinder, siledes at dyrene kun har
lugtesansen at forlade sig. (Yamazaki et al., 1979)

129 Undersogelsen viste endvidere, at pavirkning af mus med estrogen, kan maskere deres individuelle lugt i et
kemisk detektionssystem. (Schwende et al., 1984)
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forskellig MHC-type over 80 %. (Beauchamp et al., 1985; Eggert et al., 1996 og Penn og
Potts, 1998)

Habituation-dishabituation: Den tredje type adfeerdsmaling, er ”habituation-dishabituation”,
hvor man registrerer forskellen pd, hvor lang tid, at dyrene bruger pé at snuse til en ukendt
lugtprove 1 forhold til kendte lugtprover. Her er der ligeledes fundet signifikante forskelle p4,
hvor lang tid musene snuser til urinprever fra donorer med kendte og fremmede MHC-
profiler. (Brown et al., 1987 og 1989; Singh et al., 1987 og Penn og Poots, 1998)

Den individuelle lugt er MHC-relateret

De forskellige adferdsmalinger, virker méske ikke overbevisende, hver isa@r, men tilsammen
giver de kraftig indikation af, at MHC-generne er impliceret i dannelsen af individuelle
lugttyper, der kan lugtes af hunde, gnavere og mennesker.

Argumentationen for betydningen af MHC, underbygges af, at det er blevet pavist, at MHC-
proteiner udskilles i rotte-urin'" i betydelig mangde: 40-190 ng/ml. (Singh et al., 1987). De
ovennavnte resultater fra adfeerdsundersogelserne kan sammenfattes pa den made, at mus og
rotter kan lugte MHC forskelle i urin (Yamazaki, 1979 og Yamaguchi, 1981). Forseg med F,
udskilt afkom, homozygot for MHC, har vist at lugtforskellene med al overvejende
sandsynlighed stammer fra MHC og ikke baggrundsgenerne (Yamazaki et al., 1978 og 1979).
Det er blevet anslaet, at MHC bidrager med ca. 50 % af den individuelle lugttype. (Boyse et
al., 1987 og Knapp et al., 2006)

Derudover underbygges hypotesen om MHC-relaterede individuelle lugttyper af resultater fra
mutationsanalyser:

1. Mutationer 1t MHC komplekset giver @ndring 1 den individuelle lugt.

2. HLA-fragment indsat i MHC-komplekset hos mus, giver ny lugttype.

3. Mus med defekt gen for ,-mikroglobin, har anden lugttype end mus, der er
heterozygote (+/-) eller homozygote for f,m genet.

(Yamazaki et al., 1999)

Imidlertid forekommer andre resultater, der umiddelbart er i modstrid med hypotesen om, at
den individuelle lugttype har relation til MHC-generne. "Counter marking” "', afhanger
eksempelvis ikke af MHC-type, men typen “major rinary proteins” (MUP) (Hurst et al.,
2005). ”Habituation-dishabituation” forseg med rotter, har vist signifikante forskelle, selvom
MHC-proteinerne var blevet fjernet fra urinen (Brown et al., 1987). I forseg med Y-labyrint,
kunne musene ikke lugte forskel pa prover fra serum af forskellig MHC-type medmindre
serum blev protease behandlet. Dette indikerer at lugten ikke er MHC-proteinerne i sig selv,
men stoffer, der er bundet til disse eller andre proteiner (Yamazaki et al., 1999). Yamazaki et
al foreslér selv, at lugten kan komme fra flygtige carboxylsyrer. Disse blev fundet i

139 MHC-proteiner er endvidere fundet i lymfe, sved og serum. (Brown et al., 1987 og Penn og Potts,1998)
B! »Counter marking”: Hanmus afsatter urinmarkering oven i tidligere afsatte urinmarkeringer fra andre
hanmus.
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diethyletherfraktionen ved bio-guided fraktionering i koncentrationer pa ca. 1 mg/ml.'*

(Yamazaki et al., 1999).

Derudover, er det pavist, at forskellige ”ikke-MHC gener”, kan pévirke lugten hos gnavere,
herunder gener pa X og Y-kromosomerne (Brown, 1995) og de autosomale kromosomer 4 og
6 (Brown et al., 1989). I forseg, hvor rotter med kendte MHC-typer har féet forskellig kost, er
det blevet vist, at kosten er vigtigere for den individuelle lugt end et enkelt MHC-lokus.
(Brown et al., 1995). Endvidere spiller kommensale mikrober en vigtig rolle for dannelsen af
individuel lugt. (Brown et al., 1987 og Schellinck og Brown, 1999)

”Skin raft” teorien

W.G. Syrotuck har foreslaet, at sporhunde lugter sig frem via et spor af dede hudceller.
Menneskets hudoverflade bestar af ca. 2 milliarder hudceller, hvis gennemsnitlige levetid er
36 timer. Herved afstades 667 dede hudceller hvert sekund, og pa hver “’skin raft” sidder 1
gennemsnit 4 bakterier. (Syrotuck, 2000; Stockham et al., 2004 og Curran et al., 2005)

4.2. Kemiske analyser

En anden tilgang til underseggelse af individuelle lugttyper er kemisk analyse. Til det formal
har to metoder veret taget i anvendelse: 1. Forskellige former for
gaskromatografi/massespektrometri (GC/MS) og 2. ”Elektroniske naser” (gas sensor

array)' .

Kemisk analyse af lugte fra dyr og mennesker har imidlertid det problem, at der endnu ikke er
udviklet standardiserede metoder til: 1. opsamling af lugte og 2. den efterfolgende analyse.
Derudover er det typisk for undersogelserne, at kun et fatal af de mange flygtige stoffer bliver
kemisk identificeret.

132 Richard H. Porter foreslér ligeledes at den individuelle lugt stammer fra hud-lipider/flygtige carboxylsyrer.
(Porter 1982-85)

133 Princippet i elektroniske naeser, er at de indeholder en razkke sensorer, der binder duftstoffer med forskellig
affinitet. Nar duftstofferne binder sig til sensoren egges den en smule i vegt, hvilket registres elektronisk og
overfores til en computer. Hvorefter resultaterne tolkes af menstergenkendelsesprogrammer.
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Gaskromatografi/massespektrometri (GC/MS)
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Kromatogrammer fra armsved fra samme mand, malt med 7 dages mellemrum. Bemark de store
ligheder, hvilket er en indikation for en konstant individuel lugttype. Metode: solid phase micro

extraction” (SPME)-GC/MS. (Curran et al., 2005a)
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Individuelle lugte. Armsved fra 4 forskellige maend (M1-4) efter 30 min. motion, analyseret med
”headspace solid phase microextraction” gaskraommatografi/massespektrometri (HS-SPME-GC/MS).
Bemaerk, at ckromatogrammerne indeholder bade ligheder og forskelle mellem de 4 maend. (Curran et al.,

2005a)
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Histogram of the Frequency of Occurrence of the VOCs in Hand Odor Among 60 Subjects
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Histogram over frekvensen af forskellige indholdsstoffer i handlugt af 60 forsggspersoner, 30 mand og 30
kvinder, malt ved ”solid phase micro extraction” (SPME)-GC/MS. (Curran et al., 2007)

En forskergruppe fra Konrad Lorenz Instituttet 1 Wien, har lavet en undersogelse af
lugtprofilerne fra 197 voksne mennesker med ’stir-bar sorption extraction (SBSE) (GC/MS).
Hver af forsegspersonerne afleverede 5 gange 3 prover af: spyt, sved og urin over en 10 ugers
periode. Resultatet blev, at der blev fundet 373 toppe i kromatogrammerne, der var konstant
forekommende i méleperioden'**. Heraf udviste 44 toppe (11.8 %) kvantitative individuelle
variationer og 12 (3.2 %) kensbestemt variation. (Penn et al., 2007)

Kgn Flygtige forbindelser

Mand | (13.71) a ketone, (23.18) 6-phenylundecane, (28.12) unknown, (29.31) entadecanoic acid, (31.96)
hexadecanoic acid, (34.94) heptadecanoic acid.

Kvinder | (24.17) a dialkyl ether, (30.22) nonadecane, (33.70) isopropyl hexadecanoate, (35.80) unknown,
(37.35) 2-ethyl-hexyl-4-methoxy-cinnamate, (38.79) docosane, (43.35) 1-octyl-4-methoxycinnamate.

Tabel 4.2. Flygtige stoffer i sved og urin fra mennesker, der varierer kvantitativt mellem mand og
kvinder. Tallene parentes angiver retentions tid (RT/min.). (Penn et al., 2007)

I forseg, der havde til formdl, at levere et ’videnskabeligt grundlag” for brugen af ID-hunde,
blev der fundet storre sammenfald 1 kromatogrammerne blandt tvillinger, end
forsegspersoner, der var knap sa beslaegtede. Hvilket tyder p4, at lugtprofilen har en genetisk
basis. (McCormick et al., 1994 og Sommerville et al., 1994)

Andre analyser af individuel kropslugt ved brug at GC/MS: (Ostrovskaya et al., 2000; Curran
et al., 2005a og 2005b og Bilag 2).

14 I forbindelse med fastleeggelse af “individuelle lugte” eller “kemisk fingeraftryk”, er det standardprocedure

kun at forholde sig til de kromatografiske toppe, der er konstant forekommende over tid og udelukke resten fra
den videre analyse.

59



MHC bidrager til den individuelle lugt

I en reekke undersogelser af lugtprofiler fra forskellige stammer af pa congene mus viser
ligeledes kvantitative variationer i mangden de forskellige lugtstoffer (Schwende et al., 1984;
Singer et al., 1997; Montag et al., 2001; Willse et al., 2005 og Novotny et al., 2007): (se
nedenstaende tabel).

En undersogelse, der havde til formdl at finde det relative bidrag til lugtprofilen af MHC-type
i forhold til baggrundsgener, blev der i alt fundet 55 stoffer med kvantitativ variation, heraf
varierede 5 stoffer (3.6 %) med MHC-typen og 8 (14.5 %) med den genetiske baggrund.
(Eggert el al., 1996). I et lignende forseg med 6 forskellige musestemmer blev, der pavist 148
lugtstofter, hvoraf 108 udviste kvantitative variationer (72.9 %). 25 % af denne effekt
tilskrives MHC-forskelle, mens 40 % tilskrives den genetiske baggrund. (Willse et al., 2005)
Lignende resultater er opnaet hos mennesker, hvor der findes relativt fi stoffer, der varierer
med HLA-type (Bestmann et al., 1994). Dette modsiges dog af en anden undersegelse, hvor
der blev fundet variationer i 104 ud af 120 kromatografiske toppe (86.6 %), heraf nogle med
op til 60 % HLA-association (Eggert et al., 1999).

Lugtstof med variation Reference

Octanal, phenylacetone, ortho-toluidine og phenol (Schwende et al., 1984)
Phenyleddikesyre (Singer et a., 1997)
3-metylbutanol, 2-pentanone (Montag et al., 2001)
Feeromoner: (Novotny et al., 2007)

(Didydrofuraner (DHF)), debrivicomin (DBH) , 2-
sec-butyl-4,5-dihydrothiazole (SBT)

Svovlholdige forbindelser: Dimethylsulfid,
Bis(methylthio)methane, SBT, 2-isopropyl-4,5-
dihydrothiazole (IPT)

Carbonyl metabolitter:
2-heptanone, 6-methyl-5-hepten-3one (5-hepten-2-
one og 3-hepten-2-one)

Tabel 4.3. Luftstoffer med variation i relation til MHC-forskelle hos forskellige stammer af congene mus
(Mus. musculus). Forbehold for nogle resultater (Novotny et al., 2007): Didydrofuraner (DHF)) er sat i
parentes, da variationen i maengede kan skyldes baggrundsgener frem for MHC-forskelle. 5-hepten-2-one
og 3-hepten-2-one er sat i parentes, da der er usikkerhed omkring signifikansen

To af ovennavnte underseggelser paviser kvalitative forskelle. Den ene undersggelse pa mus
finder 2 ud af 55 stoffer (3.6 %), der kun findes hos den ene MHC-type, mens 8§ stoffer (14.5
%) er specifikt for den genetiske baggrund. (Eggert et al., 1996) I undersogelsen pa

mennesker var 16 ud af 120 (13.3 %) stoffer specifikke for HLA-typen. (Eggert et al., 1999)

Bioguided fraktionering, relationer til MHC og cancermetabolisme
Til at undersogelse af den biologisk aktive del af lugtprofilen af urin fra congene stammer af
mus GC/MS analyse blevet kombineret med Y-labyrint (Singer et a., 1997). I den bioguidede

fraktionering blev proteinerne forst fjernet. Dernast kunne den biologiske aktivitet bestemmes
til den sure fraktion, herunder carboxylsyrer. GC/MS viste en betydelig kvantitativ variation i
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indholdet af phenyleddikesyre i1 urinen for de forskellige musestammer. Phenyleddikesyre kan
vare afledt af MHC-metabolitter, og konjugerer med aminosyrerne glycin og taurin.

Der er pavist statistisk signifikante forskelle 1 lugtprofilen mellem stammer af mus, hvor
mutationer, har fort til @ndringer af fi aminosyrer i MHC-molekylets antigenbindende kloft
(Novotny et al., 2007). (se kapitlet: MHC-komplekset) Derimod er der ikke fundet nogen
effekt af mutation i TAP-gener eller ved tilforsel af antibiotika. Et andet resultat af
undersogelsen er, at MHC-forskelle forer til pdvirkning af testosteron-mediaterede faeromoner
(se ovenstdende tabel). Hermed er der en forbindelse mellem MHC-type og stoffer med
velkendte adferdsmassige effekter. Med variationer i indholdet af carbonylmetabolitter,
f.eks. 2-heptanon (se ovenstidende tabel) kommer lugtprofilen endvidere til at afspejle
produkterne af de oxidative pathways”. Hvorved, der er forbindelse til stoffer, der er saerligt
kan knyttes til kreeftcellers metabolisme (se kapitlet: Kreftcellers metabolisme).

Elektroniske naeser (’gas sensor array”)

I forseg med anvendelse af elektroniske neser og efterfolgende monstergenkendelse pa
computer, kan detekteres forskel pd mus af forskellig MHC-type, og endvidere kan musene
keonsbestemmes ud fra de lugte, der kan opfanges af den elektroniske nese. (Montag et al.,
2001)

GC/MS analyse giver ingen konsensus omkring, hvilke stoftyper, der varierer med
MHC.(Rd&ck et al., 2007). En vasentlig faktor er formentlig forskelle 1 malemetoder, herunder
indsamling og opbevaring af prever. Lugtprofiler udviser store individuelle variationer,
hvilket gor det kompliceret at arbejde med (Rock et al., 2007). Andre faktorer, der bidrager til
kompleksiteten: art, gruppe og familie (Sommerville et al., 1994); alder, kon og
hormonstatus'* (Schwende et al., 1984) og kost, helbredsstatus og fysiologisk status
(Bestmann et al., 1994.); folelsesmaessig tilstand og forurening: sabe, kosmetik, parfume,
shampoo, rengeringsmidler og tobak (Penn et al., 2007).

Kompleksiteten til trods, understotter resultaterne, at MHC-forskelle kan detekteres af
lugtesansen (Novotny et al., 2007). Forskelle i lugtprofilerne relateret til MHC, er blevet
bekraftet 1 alle ovennavnte undersogelser med GC/MS, og findes ligeledes bekraftet i
undersogelsen med elektronisk nase (”’gas sensor array’).

133 Gstrogen-implatater nedsztter forskellene i kromatogrammerne for mus (M.musculus), dvs. hormon status
har malbare konsekvenser pa lugtprofilen. (Schwende et al., 1984)
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5. Detektorhunde: Kan hunde lugte kraeft?

’Hele en mands krop udander en egenartet eller individuel lugt, som en hund kan genkende,
som den af hans herre midt i en maengde af andre folk.”
(Romanes, 1888)

““Hvis der er en vedvarende forandring i lugten, sa vil hunden kunne detektere det, det er vi
ikke i tvivl om,”*%
(Barbara Sommerville)

I de foregéende kapitler er der argumenteret for, at kraeftsygdomme har deres egen “unikke
lugt”, og at hundens ekstraordinere lugtesans, kan vere et velegnet detektionssystem.
Nearverende kapitel er en gennemgang, forst af enkeltstdende beretninger om, at hunde har
kunnet lugte kreeft hos mennesker og efterfolgende mere videnskabelige undersogelser af
feenomenet.

5.1. Enkeltstaende observationer

I litteraturen findes en raekke beretninger (anekdotiske beviser) for at hunde kan lugte sig frem
til kreeft. Det tog sin begyndelse 1 1989 med at Hywel Williams og Andres Pembroke fra
King’s College Hospital i London, beretter om en 44 arig kvinde, der henvender sig til laegen,
fordi hendes hund havde udvist stor interesse for et pigmenteret omrade pd hendes venstre lar.
Hver dag, gennem flere maneder, havde hunden sniffet til merket i flere minutter,
kulminerende med, at hunden prever at bide merket veek. Herefter soger kvinden laege, og det
viser sig at vaere ondartet melanoma. (Williams og Pembroke, 1989)'*’ Herefter folger flere
beretninger om hundes evne til at lugte cancer (se nedenstéende tabel).

13 "[f there is a consistent change in odour the dogs will be able to detect it, of that we are in no doubt. (Dogs
may sniff out some cancers. BBC News 2002)

7D, J. Mulder i Lancet 1971: "Jeg foreslar, at den lave detektionsgranse for lugtspor og den store
lugthukommelse hos hunde kunne bruges inden for medicinen. De kunne tranes til at detektere anormale
metabolitter (i sved, blod, urin og plasma) kendt for at blive udskilt ved forskellige sygdomme. Og de kan méaske
ogsa detektere andre sygdomme, f.eks. skizofreni — 1 hvilken kompositionen af de anormale metabolitter er
ukendt. Screening ved hunde ville indikere de sygdomme, hvor yderligere biokemisk forskning sandsynligvis vil
vaere profitabel. Til nogle forméal kunne det maske veere mere bekvemt at benytte billigere makrosmatiske dyr,
sasom al.” (Mulder 1971)

Lewis Thomas foreslar i ”The lives of a cell: notes of a biology watcher” (1974), at hunde kan bruges til at
matche mennesker til organtransplantation. (Harvey, 2006)

Michael D. Levitt, The New England Journal of Medicine 1980: "Hundens lugtesystem siges at vaere 1000 til
10°000 gange mere folsomt end menneskets; ja vist, er det pastaet s& meget mere effektivt end noget analytisk
apparatur inden for detektion af spraengstoffer. Denne olfaktoriske evne hos hunden kunne give et vigtigt nyt
redskab inden for forskning i menneskelige sygdomme. Det synes muligt, endda sandsynligt, at nogle
sygdomstilstande, sdsom leversvigt, har en karakteristisk lugt, der er udetekterbar for den menneskelige naese,
men som vil blive let detekteret af hunden. Hvis sa, kan man forestille sig udviklingen af endnu en anden avl af
leegeassistent, blodhunde diagnose hjelp, uden tvivl med deres eget fuldt udviklede olfaktoriske navn,
eksamination og stringente certifikation.” (Levitt, 1980)
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Krefttype Hundens navn (race) Kilde
Hudkreeft (Melanoma) Ukendt tzeve (Border collie | (Williams og Pembroke, 1989)'%*
X Dobberman)
Basal celle carcinoma ”Parker” (Labrador) (Church og Williams, 2001)
Modermarke kraeft “George” (Schnauzer)'” (Church og Williams, 2001)
Nyrekraeft Ukendt (Cole, 2004)
Nyrekraeft Ukendt (Willis et al., 2004)
Brystkreeft Ukendt (Welsh, 2004)
Prostatacancer Ukendt (engelsk setter) (http://www.bmj.com/cgi/eletters/329/7468/712)"*

Tabel 5.1. Enkeltst&ende beretninger omkring hundes evne til at detektere kraeft**. YouTube (video):
http://www.youtube.com/watch?v=7vsivizUwW(g.

Beretninger: hunde der reagerer spontant

Gill Lacey (46)”Jeg arbejdede i London pé ”Royal National Throat, Nose and Ear Hospital”,
og tog en weekend til mine foreldres hjem 1 Winchester. Trudii blev tiltrukket af et
modermarke pa et af mine ben og ville sniffe og nippe pa det. Der var noget merkeligt ved
hendes adfaerd og det fik mig til at tro, at hvad det sa end var, s& var det ubehageligt for
hende. Hun var mistenkelig over for det. Sa jeg havde ingen anden grund, anden end det
faktum at hunden havde sniffet til det til at ga til praktiserende laege. Men jeg havde last
Richard Adams roman: ”The Plague Dogs”, hvor laboratorichunde flygter og passerer forbi
kraeftlaboratoriet, og de ved det er slemt, fordi det lugter slemt.”
(http://www.timesonline.co.uk/tol/news/article586949.ece)

En hund begynder at blive ophidset, nar den sidder pé skedet af sin ejer. En lille brystcancer
fjernes, og hunden slapper af. 3 maneder efter bliver hunden igen ophidset. Ejeren kommer
tilbage til hospitalet og far fjernet endnu en lille brystcancer. (Davis, 2006)

Andrian White beretter i "Rapid Responses” (Willis et al., 2004), at hans engelske setter
@ndrer adferd inden han far diagnosticeret prostatacancer. Hunden nagter at forlade hans

skad om aftenen, nogen den aldrig havde gjort for, som om hunden ville varme “’cancer
zonen”. (http://www.bmj.com/cgi/eletters/329/7468/712#76054)

¥ Dyreetisk bemzrkning: ”Vi er endnu ikke géet videre med en afprovning af “sniffer hunde” pa vores
melanoma klinik, men associeret brug af dyr med hejt udviklede sensoriske evner inden for cancer diagnose, er
vaerd at overveje — og er uendelig meget bedre end at bruge hunde til at studere tobaks-carcinogenesis.”
(Williams og Pembroke, 1989)

"% Ejeren af George; Armand Cognetta, taet pd 100 % succesrate; markerer med poten. Tidligere narko- og
spreengstothund. (Svendsen, 1997)

140 Se nedenstiiende beretning fra Adrian White: http://www.bmj.com/cgi/eletters/329/7468/712#76054.

141 Kan katte lugte kraeft? Forfatteren har modtaget en beretning om en kat, der tilsvarende hunde, reagere over
for en mand med tyktarmskraeft. Kattens maerkelige adfeerd fik en lage pa Slagelse Sygehus til at kigge pa
manden en ekstra gang: ”Det var en tyktarmscancer der "gemte sig i et knaek", og derfor ikke blev fundet ved de
mange undersggelser ...”. (Anonym, privat kommunikation) Beretningen kom fra enken efter
tyktarmskreaftpatienten, der havde laest min blog pé nettet: ” Hunde der kan lugte kraeft hos mennesker ”:
http://www.ebblog.dk/2942/perma/32582/.Bemerkning: Katte har udmaerket lugtesans og blev brugt i hundrede
tusindvis under 1. verdenskrig i skyttegravene til at varsle gas.
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5.2. Videnskabelige undersogelser: adfeerdsmalinger

En made til at underbygge pastanden om, at hunde kan detektere cancer, er at udfore
statistiske eksperimenter, der viser, at hundene har en succesrate, der er hgjere end det vil
kunne forventes, hvis det skete ud fra rene tilfeeldigheder (statistisk signifikans).

Bleerekraft

12004 offentligger Carolyn M. Willis et al fra Amersham Hospital, Buckinghamshire,
England, et ”’proof of principle study” hvor 6 almindelige hunde af forskellig race, gennem 7
maneder, var blevet traenet til at markere urinprover fra patienter med blaerekraeft.
Urinpreverne blev prasenteret for hundene i petriskale pa filterpapir, 7 prover ad gangen, 1
positiv og 6 kontrolprever (P=14.3 %). Hundene skulle markere positive prover ved at legge
sig ved siden af proven. Hundene identificerer 22 tilfelde af blerekraeft ud af 54 mulige,
hvilket er en succesrate pd 41 % (95 % konfidensinterval [CI]: 0.23, 0.58). Bedste hund havde
en succesrate pa 56 %. (Willis et al., 2004)'*2. Interessant nok findes et menster i data, saledes
at patient nr. 1 identificeres korrekt hver gang, mens patienter 3 og 9 slet ikke identificeres.
Dette kan indikere en "traetheds-effekt” hos hundene, eller at nogle prover af blerekraeft
lettere detekteres af hundene end andre. (Cole, 2004)

Modermeerkekraft

Duanne Pickel et al fra Florida State University, har undersegt to hunde, en standard
schnauzer (hund A)'* og en golden retriever (hund B), der pa forhand var treenet til
lugtopsporing, mht. deres evne til at identificere modermarkekraeft (melanoma)'**. I en reekke
forseg blev biopsier af canceren placeret pa raske frivillige sammen med 3-34 kontrol-
bandager, der ikke indeholdt kreeft. Her kunne begge hunde identificere den korrekte prove
med 100 % succesrate. Sandsynligheden for at dette skulle ske ved et tilfalde er ca. 10”. T en
anden forsggsrakke blev hundenes evner afprevet pad syv rigtige meloma-patienter. Canceren
blev dekket af en bandage og prasenteret for hundene sammen med 7-29 kontrol-bandager.
Hund A lokaliserede den rigtige bandage i 6 ud af 7 patienter (85.7 %) Sandsynligheden for at
dette skulle ske ved et tilfalde er 10”7, Hund B lokaliserer den rigtige bandage i 3 ud af 4
patienter (75 %). Sandsynligheden for at dette skulle ske ved et tilfelde er 10°~. Det var
samme patient, hvis cancer hundene ikke kunne finde. Hundene havde ingen fejlagtige
identifikationer af cancer, dvs. ingen falsk positive. (Pickel et al., 2004)

142 Falsk positive: unge menstruerende kvinder, kensvorter og type II diabetes. (Carolyn Willis, personlig
kommunikation)

' Hund A arbejdede som bombehund i staten Florida, og for det amerikanske forsvar. (Pickel et al., 2004)

'* Hundene markerer korrekt prove ved at satte sig og puffe til proven med enten poten (hund A) eller snuden
(hund B). (Pickel et al., 2004)
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Lunge- og brystkraeft

Michael McMulloch et al. fra Pine Street Foundation, San Anselmo, Californien, har
undersogt 5 almindelige familiehundes evne til at detektere lunge- og brystkraeft i prover af
udandingsluft. Treningen varede 3-4 uger. Hundene blev presenteret for 5 prever, 1 positiv
og 5 kontroller. 28 prover af lungekraeft blev detekteret med en sensitivitet pd 0.99 (95 % og
[CI]: 0.99, 1.00) og en specificitet pa 0.99 (95 % [CI]: 0.75, 1.00). 6 tilfelde af brystkreeft
blev detekteret med en sensitivitet pd 0.88 (95 % [CI]: 0.75, 1.00) og en specificitet pd 0.98
(95 %[CI]: 0.90, 0.99). 17 kontroller blev anvendt (raske frivillige). Der blev ikke fundet
statistisk signifikant forskel pa hundene.(McMulloch et al., 2006)

Prostata og brystkreaeft

Robert T. Gordon et al fra Scripps Clinic, La Jolla, Californien, har undersegt ti hunde af
blandet race'*’, mht. deres evne til at genkende cancer i urinprever. Hundene blev traenet i en
periode pé 12-14 méaneder. Hver hund blev treenet til enten at detektere enten prostatacancer
eller brystkreeft, saledes af 6 hunde blev trenet til at opdage brystkraeft og 4 hunde blev traenet
til at opdage prostatakraft. Hundene blev hver gang prasenteret for 1 preve med cancer og 6
kontrolprever: 1/7 (14.29 %). I det endelige eksperiment med prostatacancer snusede hver
hund til urin fra 11 kreeftpatienter og 66 kontrolprever. Der blev udfert 3 gentagelser med
hver positiv prove, séledes at hver hund havde 33 forseg. I det endelige eksperiment med
brystkraeft blev der brugt urin fra 9 patienter og 54 kontrolprever. Der blev udfert to
gentagelser, hver hund havde 18 forseg i alt. I forseg med gentagelser blev den positive prove
flyttet rundt mellem kontrollerne. I gennemsnit markerede hundene korrekt over for
prostatacancer 1 18 % af tilfeldene og 22 % af tilfeldene over for brystkraeft. Bedste hund,
hvad angér bade prostatacancer og brystkreft, havde en succesrate pa 28 %. Men ingen af
hundene havde en succesrate, der var signifikant bedre end det kunne forventes ved ren
tilfeldighed. (Gordon et al., 2008)

Kreeft i &ggestokkene

Gyorgy Horvath et al. fra Sektionen for gynekologisk onkologi, Sahlgrenska
Universitetssjukhuset, Goteborg, har traenet en 4 arig sort Riesen Schnauzer, "Hanna” til at
detektere lugten af kraeft 1 @ggestokkene ud fra biopsimateriale. I en forsegsrekke blev Hanne
praesenteret for serier med 2 positive prover og 8 kontrolpraver fra forskellige typer af rask
vag, herunder vav fra rask postmenupause &ggestokke. “Hanna” gennemforte 10 serier med
100 % korrekt identifikation. Sandsynligheden for dette skulle vere en tilfeeldighed er 1.02 X
107, 1 en anden forsegsrunde blev ”Hanna” prasenteret for 2 prover af kraeft i a2ggestokkene
(positive) og 8 praver fra forskellige andre kreefttyper. “"Hanna” gennemforte 4 serier med en
sensitivitet pd 100 % (8/8) og en specificitet pd 91 % (29/32). (Hovarth et al., 2008)

Detektionsgranse: "Hanna” kan detektere ned til 20 cancerceller. (Gyorgy Horvath, privat
kommunikation)

14> Alle hundene pa nar en, var enten blevet kastreret eller havde fiet fjernet deres eggestokke. Den ene hund
(Kelly, en border collie), der ikke havde faet fjernet sine aggestokke, var den bedste mht. at detektere
prostatacancer.(Gordon et al., 2008)
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Amersham hospital, Buckinghamshire (UK) (Amerderm Research Trust).

Carolyn M. Willis et al.: “Olfactory detection of human bladder cancer by dogs: Proof of principle study”,
beskrevet i British Medical Journal (Willis et al 2004); Hundetraenere: Andy Cook og Claire Guest fra “Hearing
Dogs for Deaf People”.'* Planlagt forskning: “Proof of concept” studier omkring hundes evne til at lugte
modermarke- og prostatakreeft, er planlagt til a&r 2008 og 2009. Disse undersggelser involverer brugen af
analytisk kemiske metoder, “headspace-GC/MS”, med henblik pé at identificere kraeftformernes “’signaturlugt”.
Endvidere er en ny hundetreener med erfaring i treening af bombehunde og retmedicinhunde blevet tilknyttet
projektet. (Carolyn Willis, personlig kommunikation) “Tangle”, en cocker spaniel, oprindeligt traenet af
“Hearing Dogs for Deaf People”, blev i 2004/05 prisbelennet som “coolest canine” for med 100 % sikkerhed at
kunne identificere cancer. (http://www.k9magazine.com/viewarticle.php?sid=15&aid=1256&vid=0&npage)

Cambridge University, Cambridge (UK).

Dr. Barbara Sommerville og Donald Broom: Undersegelse af 16 tilfelde af familiehunde, der har reageret med
angst og ophidselse i forbindelse med cancer. Hvilket kunne tyde p4, at hunden betragtede canceren som en
trussel mod dens ejer (Davis 2006). Hvis fondsmidler skaffes planleegges en ny serie af eksperimenter omkring
hundes evne til at detektere prostatacancer. Hundetraener: Charlie Clarricoates. (BBC News 2002)

Florida State University, Florida: Tallahassee (USA).

Hudlagen Armand Cognetta og hundetreenere Duane Pickel trenede ”George”, en schnauzer og tidligere
bombehund til at identificere vaevspraver af hudkraft. ”George identificerede proverne korrekt 99 % af
tilfeeldene. (Guthrie 2003 og Davis 2006). James og Dianne Walker har planlagt forskning i hundes evne til at
detektere prostatacancer ud fra urinprever. Hundetraner: Duane Pickel.
(http://news.nationalgeographic.com/news/2004/08/0820 040820 _detectordogs.html)

Scripps Clinic, Californien: La Jolla (USA)

Robert T. Gordon et al.: ”The use of canines in the detection of human cancer”, beskrevet i The Journal of
Alternative and Complementary Medicine” (Gordon et al 2008); Hundetrenere: Frivillige, flest certificeret
gennem Pet Dog Trainers (CDPT); Bedste hunde: brystkraft: “Kalani” (race: rhodesian ridgeback) med 28 %
korrekt identification og prostatakreeft: Kelly (race: border collie) med 28 %.

Pine Street, Californien: San Anselmo (USA)

Michael McCulloch et al.: “’Diagnostic accuracy of canine scent detection in early- and late-stage lung and
breast cancers.”, beskrevet I Integrative Cancer Therapies (McCulloch et al 2006). “Shing Ling-hua”, en puddel
havde 90 % korrekt identifikation af kreftsvulster; Lungekraeft blev markeret med ’sit” og brystkreeft blev
markeret med ”daek”. Hundetreener: Kirk Turner. (Guthrie 2003 og Davis 2006) Planlagt forskning: 5 hunde
treenes til at detektere kraeft i aggestokkene (ovarie cancer), kombineres med kemisk analyse: ”Gas
Chromatography Fourier Transform Ion Cyclotron Ressonance Mass Spectrometri” (GC/FT-ICR MS).
Preelimineere resultater indikerer at hundene kan detektere ovarie cancer med en ngjagtighed pa 97 %.
http://www.sciencedaily.com/releases/2006/01/060106002944 .htm;
http://pinestreetfoundation.org/articles/ovarian.html (Michael McCulloch, personlig kommunikation)

Tekstboks 5.1. En oversigt over forskningsprojekter vedrgrende hundes detektion af cancer: ”cancer

detection dogs” og “sniffer dogs”.**’

Resultaterne omkring hundes evne til at detektere kraeft spaender fra en succesrate pa 41 % 1
den engelske undersogelse (Willis et al., 2004) til 75-100% i de to amerikanske underseggelser
(Pickel et al., 2004 og McMulloch et al., 2006). Den svenske undersogelse ligger ligeledes pa
100 % korrekt identifikation. En forklaring kan vere, at modermaerkekraeft, vaev fra kreeft 1

146 Y ouTube (video): http://www.youtube.com/watch?v=tML 1 DJQt00g.

71 en artikel fra Kristelig Dagblad: “Cancer-snusende hunde klonet i Sydkorea” (18. juni 2008), navnes at
moderen til de klonede hunde er japansk hund, der kan detektere cancer. Hvorfor der formentlig foregér arbejde i
Japan, der blot ikke er publiceret noget om. (http://www.kristeligt-dagblad.dk/artikel/289477:Udland--Cancer-
snusende-hunde-klonet-i-Sydkorea)
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http://www.k9magazine.com/viewarticle.php?sid=15&aid=1256&vid=0&npage
http://news.nationalgeographic.com/news/2004/08/0820_040820_detectordogs.html
http://www.sciencedaily.com/releases/2006/01/060106002944.htm
http://pinestreetfoundation.org/articles/ovarian.html
http://www.youtube.com/watch?v=tML1DJQt0Og

eggestokkene og prover af udandingsluft fra lunge- og brystcancer patienter er lettere for
hundene at detektere end urinprover af blerekraeft. Forbedring af trenings- og testmetoder har
hos det engelske forskerteam, har fort til en forbedring af prastationen for bedste hund fra en
succesrate pa 56 % til en succesrate 75 % (Carolyn Willis, personlig kommunikation),
hvorved man narmer sig succesraten i de amerikanske undersggelser. Treningsmetoderne mé
derfor angives som en tungtvejende faktor.

Gordon et al. na@vner selv, at den lave succesrate (18-22 %) kan skyldes for sen indferelse af
blindforseg, hvorved hunden i stedet for lugten af kreeft, har forholdt sig til ubevidste signaler
fra hundetreneren. Denne forsegsraekke kan derfor betragtes som fejlslagen. Forfatteren har
bemarket, at hundene i denne undersogelse enten var kastrerede eller havde faet fjernet
eggestokkene. Dette kan maske pavirke hundenes evne og motivation til at udfere
lugtearbejde?

Figur 5.1. Detektorhunde: 1. ”Tangle” udfgrer lugtarbejde, hvor den beveeger sig af linie med 7 proaver, 1
positiv for prostatacancer og 6 kontrolprgver. 2. Tangle indikerer positiv prave. (Foto: Carolyn Willis)
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6. ”Kemisk fingeraftryk™ af cancer

Menneskets kropslugte bestar af en kompleks blanding af hundredvis af flygtige stoffer
(Pauling et al., 1971 og Phillips et al., 1999), og hvert enkelt menneske har sin egen
individuelle lugt. Det samme geelder celletyper, der hver afgiver deres egen blanding af
flygtige forbindelser (Chen et al., 2008). Kropslugten integrerer saledes lugtene fra alle
kroppens forskellige: vaev, kropsvasker og celletyper.

Men, hvilken betydning har det for lugten, hvis kroppen pludselig indeholder en ny og
anderledes form for celler, f.eks. kraeftceller? I forbindelse med “ondartet” transformation
sker der forandringer i cellernes stofskifte. Kreftcellerne er typisk karakteriseret ved forhgjet
glykolyse ("Warburg effekten”) og foraget oxidativt stress, hvilket giver anledning til
dannelsen af en rekke LPO-produkter. (se kapitlet: Kraftcellers metabolisme)

En anden forandring, der muligvis kan give anledning til en forandring i organismens lugt, er
kraeftcellernes “tumor escape”, der kan betyde @ndringer i de hundredtusindvis af
antigenprasenterende molekyler hver celle har pa sin overflade. (se kapitlet: ”"Major
histocompability complex” (MHC))

Moderne kemisk analytiske metoder'*®, herunder forskellige former for
gaschromatografi/massespektrometri (GC/MS), har gjort det muligt at detektere lugtstoffer fra
f.eks. udandingsluft helt ned til koncentrationer pa 10> M (O’Neill et al., 1988 og Poli et al.,
2005). Det er saledes blevet muligt at detektere nogle af de forandringer, der sker i
menneskers kropslugte, ndr de har faet cancer.

Kapitlet vil forst gennemga bud pé forskellige markerer for cancer identificeret ved GC/MS,
herunder vil den biologiske betydning af enkelte markerer blive diskuteret. Dernaest folger en
beskrivelse af resultater opnéet ved brug af ”elektroniske naser” (’gas sensor array”).
Derudover gives en statistisk evaluering af de forskellige metoder.

6.1. Analyse af udandingsluft (”Breath analysis”)

I forleengelse af Paulings'® arbejde er mere end 500 stoffer blevet identificeret i
udéndingsluft fra mennesker. Hovedparten af uddndingsluften bestar af: Nitrogen (N),
kuldioxid (CO,), vand (H,0) og inaktive gasser'*’. Udandingsluften indeholder en rackke

148 Medicinen anvender allerede nu analytisk kemiske metoder som standardtest. Eksempler pa analyse af
udandingsluft ("breath test”): Capnografi: *CO,-'>CO, (anzstesi/intensiv medicin); evaluering af
ethanol/acetaldehyd (alkohol-indtagelse)'*C-urea eller ammoniak udéndingstest (Heliobacter polyri infektion)
og NO-udandingstest for astma. (Buszewski et al., 2007) (se endvidere: Bilag 7)

149 Pauling et al. arbejdede med ortho-molekylaermedicin. Forskergruppen forsegte at standardisere malingerne
ved at saette forsagspersonerne pa en “kemisk dizet” (Vivonex-100), der blev absorberet direkte i maven, séledes
at tarmfloraen ikke fik noget naring og dede. Derved blev variationerne i udandingsluftens indholdsstoffer
reduceret betydeligt. (Pauling et al., 1971)

1% Edelgasserne fra hovedgruppe 8 i det periodiske system: Helium (HE), neon (Ne), argon (Ar), krypton (Kr),
exon (Ex) og radon (RA).
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medicinsk interessante sporgasser i koncentrationer fra 1 nmol/l til pmol/l. Endelig indeholder
udandingsluft “ikke-flygtige” forbindelser, herunder: isoprostanes, peroxynitrite, cytokines,
leukotriner og hydrogenperoxid. (Miekisch et al., 2004)

. ! .
Figur 6.1. Indsamling af prgver af udandingsluft. Forsggspersonen puster en enkelt vitalkapacitet ind i et
(a.) udandingsluft-opsamler (Teflon® bulb/Bio-VOC® breath sampler), der opsamler de sidste 150 ml af
den udandede lugt; (b) lugtstofferne udtraekkes ved direkte at indsette et 75 mm Carboxen/PDME SPME
fiber (30 min.) i opsamlingsbeholderen. (Poli et al., 2005)

6.2. GC/MS

GC/MS gor det muligt forst at adskille, koncentrationsbestemme og derefter at udfere kemisk
identifikation af indholdsstofferne i en kompleks prove, f.eks. kropslugte fra en cancerpatient.
Mht. identifikation af de lugtstoffer, der er serlig karakteristiske for cancer, er strategien forst
at fratreekke miljolugte, der stammer fra forurening, m.m. og dernest fratreekke de lugtstoffer,
der findes i samme koncentrationer hos raske kontrolpersoner. Hvad der er tilbage er
kandidater til markerer for cancer.”'

Der rettes sarlig fokus pa udandingsluft (’breath analysis™), da malinger kan forega “non-
invasivt” af hensyn til patienterne (Figur 6.1).

'3 Mht. nzermere beskrivelse af de forskellige former for GC/MS og metoder til praekoncentration henvises til
reviews om analyse af udandingsluft i relation til cancer: (Manolis, 1983; Rahman og Kelly, 2003; Miekisch et
al., 2004; Buszewski et al., 2007 og Smith og Spanel, 2007) Mere specifikt om prackoncentration: (Belda-Iniesta
et al., 2007).
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Andre mulige anvendelser af GC/MS inden for medicinsk diagnose og screening har vearet
undersogt 1 forbindelse med: lunge tuberkulose, afstodning ved hjertetransplantation og

sukkersyge. (Phillips et al., 2006 og 2008)
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Figur 6.2. GC/MS analyse af udandingslugt: To tilfaeldigt valgte prgver, en fra en patient med lungekraeft

(b) og en fra en rask kontrol (a), analyseret med GC/MS for at verificere forskellig komposition af

udandingsluften. Skent disse data ikke er analyseret i dybden, viser kromatogrammerne bade kvalitative

og kvantitative forskelle. (Di Natale et al., 2003)
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Forslag til markgrer for cancer

O’Neill et al. (1988) har analyseret indholdsstofferne i preover af udandingsluft fra 8
lungekreeftpatienter, hver patient afleverede 2 prover i1 duplikat, dvs. 1 alt 32 prover.
Resultaterne af GC/MS analyse blev overfort til computer, der beregnede koncentrationer i
forhold til en intern standard” (perfluorotoluen) og fjernede bidrag fra baggrund og
forurening. Computerens “’software” sorterede 386 indholdsstoffer i 16 forskellige kemiske
klasser. Dernaest blev indholdsstoffer, der var til stede i henholdsvis 75 og 90 % af preverne
identificeret (se nedenstdende tabeller).

C HO B S5CY Far I R U RI § Formmla Comporund Dccur
410 831 1 CaHle butane 27
4 10 850 1 CaHln Z-maihy 1 progane {1
6 14 (1.0 1 CBHl4 Pell 2 Lt 17
6 la 90 1 CBHI4 methy I pentare iz
10 22 TBE 1 ClOHZ?  ethylmethylheptane 6
1o 22 A58 1 CloWd2  trisethylneptens by |
1o 22 554 1 ClOMZ?  alkane r
131 2B [5BF 1 CL3MIE trimethyldecane 25
b B %00 I C5H4 \soprens 32
6 B M3 § CBpHé benzers L1}
T A Ald 5 CmE (430707 Il
B 10 N 5 [BHID ethy lbenzene L+
§10 960 5 CBHIg dimethy | benzene by
212 1001 5 (3H1Z2 wethylethylbensene e
917 1 5 [9Mlz Lrimeihy ibenzens 7
912 0lF 5 (9MlZ Erimeihylbenzens W
1z 058 5 C9HLZ alky lbenzens= m
3 12 1037 & caHiz alky Tbanzens by
9 17 935 5 (WHLZ  propylbenzene by
g 12 24 5 (L2 ekhy Imethylbenzene 26
10 1% o3 5 CLOH14  dieethylethylbenrens 26
B A 1023 & (gHa iLyrens 29
o B 1800 7 CLo4E niphthd lene 12
11 10 1855 8 CLIHIC  methplnaphihalem b |
1 a4l 645 10 C3440 propena | ']
1 61 628 10 Caws0 4cEtone i
1 61 bly 10 C3-450 propand ! 5
i B 1 68l 10 L4430 2 - bUTa rare 0
[ | 1600 10 CaHs0 phenol 3l
T 61 1M} 10 CTH&D banzaldahyde a2
815 1 igs® 10 CBHIED octamal 8
L B | 1413 10 CBH3D acel opbermme 31
Bl3 1 1170 10 CAHIBO wethylethylpentano 78
918 1 1164 10 [(WHIBD nonanal 1l
5 a 2 6% 11 CHH902 . ethylpropancate |
s 1 2 1702 11 (54802 furancarboxaldehyde |
U - JTh 11 CSHE0Z7  mmthylischotenoste iz
6la 2 1148 11 CE&HLM02 2-n-butenyethanc | 26
TS 11 1591 Q4 Cr’HSME  Denzothisiole 25
1 2 z 700 15 CH2CL2  dienlorcsethans 0
& 4 2 1200 15 CAHECY2 dichiorobenzens 2
z 1 1 TaS 15 CWCLI trichlercethans a2
2 1 1 456 " 15 CICLE  trichlorofleoromethins 17
z q B 15 {214 tetrachioroethy leve w
| 11 48] 15 CClWF trichlorof \eoroesy Rane |

Tabel 6.1. ”Volatile organic compounds” (VOC) (Tilstedeverelse >75 %) i udandingsluften fra
lungekreeftpatienter. 45 stoffer (O’Neill et al., 1988)
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Tabel 6.2. ”Volatile organic compounds” (VOC) (Tilstedeverelse >90 %) i udandingsluften fra
lungekraftpatienter. (O’Neill et al., 1988)

En brugbar marker for lungekraft bor vare til stede 1 mere end 75 % eller 90 % af proverne,
hvorved problemstillingen med udvelgelse af markerer for cancer reduceres fra valgt mellem
de oprindelige 386 stoffer til 45 stoffer for 75 % tilstedevearelse (Tabel 6.1) og 28 stoffer for
90 % tilstedevearelse (Tabel 6.2).

Kun 9 ud af de 28 stoffer (Tabel 6.2) anses for at vaere potentielle diagnostiske markerer for
lungekraeft (Klasse 10 og 11): propanol, acetone, 2-butanon, phenol, benzaldehyd,
acetophenon, nonenal, ethylpropanoat og methylisobutenotat. De restende 19 stoffer regnes
som miljerelateret forurening. (O’Neill et al., 1988)

Et vesentligt problem ved denne tidlige undersogelse er, at proverne fra
lungekreeftpatienterne ikke sammenlignes med prover fra raske frivillige. Endvidere kan der
rejses sporgsmalstegn ved udvalgelsen af markererne ud fra deres biologiske betydning.
F.eks. kan frasorterede alkaner'*” settes i forbindelse med LPO. Isopren, der er et andet af de
frasorterede stoffer er blevet sat i forbindelse med cholesterolbiosyntesen, hvorved det kan
vare impliceret 1 forandringer 1 kraeftcellernes cellemembraner (Davis et al., 2001 og Miekish
et al., 2004).

Hvad der er bemarkelsesveerdigt er fraveeret af nitrogen og svovlforbindelser'*®, hvor ingen
af den type forbindelser har mere end 90 % tilstedevaerelse, og kun bezothiazole findes i mere
end 25 % af praverne (25/32) (Tabel 6.1). Nitrogen- og svovlforbindelser var ellers at
forvente i forbindelse med vavshenfald (nekrose) og omdannelser i tumorvavet, men den

12 Alkaner er ikke blevet pavist for kraeftceller In vitro. (Gendron et al., 2007)
'3 Carbondisulfid er omtalt som marker for skizofreni. (Miekisch et al., 2004)
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manglende tilstedeverelse kan forklares med, at patienterne havde kraeft i tidligere stadier.
(O’Neill et al., 1988)

Efterfelgende er der blevet foretaget en raekke undersggelser med GC/MS 1 bestrabelserne pa
at identificere markerer for forskellige former for cancer, herunder: blerekraft (Spanel et al.,

1999), brystkraeft: (Phillips et al., 2003b og 2006), lungekreeft: (Phillips et al., 1999, 2003a og
2008; Poli et al., 2005 og Chen et al., 2007) og prostatakreft (Spanel et al., 1999). (Tabel 6.8).

Disse nyere undersogelser har givet anledning til flere forskellige forslag til kombinationer af
biomarkerer for lunge- og brystkreft. Markererne er udvalgt ved brug af forskelligt
’software” til “menstergenkendelse”.

Reference (Phillips et al., (Machado et al., (Poli et al., 2005) (Chen et al., 2007)"*
2003a) 2005)
Markgarer Butan'” Isobutan Isopren
3-methyl tridecan | Methanol 2-methylpentan Decan
7-methyl tridecan | Ethanol Pentan Isopren
4-methyl octan Acetone Ethylbenzene Benzen
3-methyl hexan Pentan Xylener total Undecan
Heptan Isopren Trimethylbenzen 1-hexen
2-methyl hexan Isopropanol Toluen Hexanal
Pentan Dimethylsulfid Benzen Propyl benzen
5-methyl decan Carbon disulfid Heptan 1,2,4-trimethyl
Benzen Decan benzen
Toluen
Octan Methyl-
Pentamethylheptan cyclopentan
Reference (Phillips et al., 2003a)
Markgarer Nonane

5-methyl tridecan
3-methyl undecan
6-methyl pentadecan
2-methyl propan
3-methyl nonadecan
4-methyl dodecan
2-methyl octan

Tabel 6.3. Forslag til markarer for lungekraeft. Markgrer, der gar igen i flere undersggelser er markeret

med farve.

13 Koncentrationer for disse markerer findes angivet pa skema i bilag: (Bilag 6, Tabel B6.2)
' Butan blev angivet som bedste enkelte marker i denne undersogelse. (Phillips et al., 2003a)

73




Reference (Phillips et al., 2003b)
Markarer 2-propanol
2,3-dihydro-1-phenyl-4
(1H)-quinazolinone'
1-phenyl-ethanone'’

Isopropyl-myristate
Tabel 6.4. Forslag til markarer for brystkreft. Heptanal er markeret med farve, da denne forbindelse
ligeledes er blevet foreslaet som marker for lungekraft (se ovenstaende tabel).

Se endvidere: Bilag 6.

Det bemarkes umiddelbart, at de markerer og sat af markerer, der foreslas 1 de forskellige
undersogelser varierer meget, skent enkelte stoffer gar igen, f.eks. pentan, heptan, isopren’
og benzen. Anskues de foresldede markerer ud fra stofgrupper, bliver overensstemmelserne
imidlertid storre. Alkaner' eller methylerede alkaner'® gar igen pa alle lister, hvilket kan
forklares med alkanernes biologiske betydning som LPO-produkter (Smith et al., 2003;
Buszewski et al., 2007 og Belda-Iniesta et al., 2007).

58

Alkoholer og ketoner gar igen pa flere lister over markerer og kan vere relateret til oxidativt
stress (Machado et al., 2005). Acetaldehyd'®' og formaldehyd'®, der er mellemprodukter i
alkoholmetabolismen (Smith et al., 2003 og Buzewski et al., 2007), er foresldet som markerer
for henholdsvis lungekraeft (Smith et al., 2003) og blere- og prostatakraft. (Spanel et al.,
1999) Kilden til benzen og benzen-derivater er ukendt, men gar igen som foreslaet marker i
flere undersegelser: (Phillips et al., 1999; Machado et al., 2005; Poli et al., 2005; Chen et al.,
2007; Phillips et al., 2008).

Butan angives som bedste enkelte marker for lungekraeft (Phillips et al., 2003a), mens dette
betvivles af en anden forfatter (Miekisch et al., 2004), eftersom butan er et produkt af protein
metabolismen og udskilles af den faekale flora. Anvendeligheden som marker for lungekreeft
m4 derfor betvivles.

Kromatogrammet for modermeerkekraeft har en unik top, der ikke er identificeret, men som
sandsynligvis er propanal. (D’ Amico et al., 2008)

1302 3-dihydro-1-phenyl-4 (1H)-quinazolinone er kendt for at have antitumor aktivitet. (Phillips et al., 2006)

17 1 -phenyl-ethanone har “anti-invasive™ aktivitet, malt pa cellekultur af brystkraft (MCF-7/6). (Phillips et al,
2006)

18 Isopren (CsHg) er et biprodukt af cholesterol syntesen gennem omdannelsen af mevalonate til mevalonate-5-
pyrophosphate og isopentenyl pyrophosphate. (Davies et al., 2001). Signifikant forhejet isopren koncentration er
endvidere malt for patienter med nyresvigt, samt vaevsskader foranlediget af myocardial infarction og
ozonforgiftning. (Davis et al., 2001); Forhgjet niveau af isopren forekommer ved haemodialyse af nyrepatienter.
(Smith og Spanel, 2007); Lavere niveau af isopren er observeret hos patienter med forvarret tilstand af cystisk
fibrose. Niveauet af isopren er aldersathangigt og udviser degnvariation. (Miekisch et al., 2004)

'3 En anden forfatter tager forbehold for propan og butan, der hovedsageligt er afledt af proteinmetabolismen og
den faekale flora. (Miekisch et al., 2004)

' Den biologiske oprindelse af methylerede alkaner er ukendt. (Miekisch et al., 2004)

11 Ud fra In vitro mélinger er det anslet, at en lungekraftpatient vil udande en koncentration af acetaldehyd pa
100 ppb, mens koncentrationen hos en rask kontrol vil vaere 5 ppb. (Smith et al., 2003)

12 Undersogelse formaldehydkoncentrationen i udandingsluften fra 3 brystkraftpatienter (BrC): 0.45-1.20 ppm
og 3 raske frivillige (HC): 0.3-0.6 ppm. (Ebeler et al., 1997)
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Pavirkning af markgrer fra naturlige processer og andre sygdomme

For det absolutte flertal af de fundne markerer er deres forekomst i organismen ikke specifikt
forbundet til cancer, dvs. lugtstofferne er naturligt foreckommende i organismen (Bilag 2),
eller de @ndrer koncentration i relation til anden sygdom. (se nedenstaende tabeller)

Derfor md man vare forberedt pa store variationer i koncentrationen af de forskellige
markerer, hvilket selvfolgelig er en fejlkilde.

Faktor Indholdsstof

Fysisk anstrengelse (motion)'® Acetone (| 50%) og acetaldehyd (| 20-40 %)'**

Kon Acetone (1 kvinder) og trichoroethylen (1 mand)

Kost Acetone (1 slankekur)

Tarmflora Nitrogen- og svovlforbindelser'®

Kropsfedt (BMI) Toluen (1)

Dggnvariation pO, og pCO,

Aglosning 1-dodecanol (1 X10 aglesning), methanthiol, methyl
sulfid og hydrogensulfid ((1 X2-3) (aglosning og
menses); Tetradecanol

Tabel 6.5. Faktorer af betydning for resultatet af analyser af udandingsluft. Forkortelser: ”Body Mass
Index”(BMI). (Manolis, 1983)

En undersogelse af sporgasser pd raske frivillige ved faste og efter et proteinrigt maltid viste
forhejet koncentration af acetone ved faste og ammoniak koncentrationen faldt forst ved et
proteinrigt maltid, hvorefter den begyndte at stige. Endvidere blev malt isopren og ethanol,
men her blev ikke observeret nogen variation. (Smith et al., 1999)

Forbindelse Fysiologisk basis

Acetaldehyd Ethanol metabolisme

Acetone Decarboxylation af acetoacetat til acetyl-CoA
Ethan LPO

Ethylen LPO

Hydrogen Tarmbakterier

Isopren Cholesterol biosyntesen

Methan Tarmbakterier

Methylamin Protein metabolisme

Pentan LPO

Tabel 6.6. Fysiologisk oprindelse af udvalgte flygtige forbindelse. (Buszewski et al., 2007)

19 Hjertekredslobssygdomme kan ligeledes forventes at pavirke niveauet af acetone og acetaldehyd. (Miekisch
et al., 2004)

' Malingerne er foretaget i relation til politiets brug af alkoholtest. (Manolis, 1983)

19 Foraget koncentration af svovlforbindelser forekommer endvidere ved afstodning af organer i forbindelse
med transplantation. (Miekisch et al., 2004)

1% Malingerne er foretaget i relation til toksikologiske test, forgiftning med toluen. (Manolis, 1983)
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VOC Sygdom

Hydrocarbon: Ethan og pentan, isopren Oxidativt stress

Isopren Cholesterol metabolisme
Acetone, LPO-produkter Sukkersyge, ketonemia
Svovlholdige forbindelser, f.eks.: dimethylsulfid, Leversvigt

methyl mercaptan, ethyl mercaptan

Nitogenholdige forbindelse, f.eks.: ammoniak, Uremia, nyresvigt
dimethylamin og trimethylamin

Tabel 6.7. Forggede koncentrationer af VOC i relation til specifikke sygdomme. (Manolis, 1983; Smith og
Spanel, 1996; Di Natale et al., 2003; Smith et al., 2003; Buszewski et al., 2007) Rygning: acetonitrile (Smith
0g Spanel, 1996)

Hypotese til forklaring af udvalgte markgrer

Cytochrom P450 kataboliserer de fleste markerer pd listen foresldet af Phillips et al. (2008)
(Tabel B6.3), herunder: isopropyl alkohol, hexanedion, camphor, benzophenone, tetroxane
derivater, benzen, benzosyre, furan og ionone, hvorved det er narliggende, at cytocrom P450
kan vaere med til at forme cancerspecifikke lugtprofiler (se nedenstadende figur).

HIG
L 1 CARCINOGENS

HIGH RISK HIGH RISK
GENOTYPE PHENOTYPE LUNG
cylochrome '-'. induced CANCER

cytochrome P450
ENZYME activity
INDUCTION -

CYP1a1

ALTERED
CLEARANGE

Breath VOCs: Detectable
endogenous and changes in breath
exogenous VOCs
HYPOTHESIS

Figur 6. 3. Hypotese om at induktion af cytochrome P450 kan pavirke indholdsstofferne i udandingsluften
fra lungekraftpatienter. Eksponering for risikofaktorer, f.eks. tobaksrag (oxidativt stress) resulterer i
produktionen af carcinogener, herunder ROS og lipid peroxidations produkter, der kan inducere kreeft
(se kapitlet: Kraftcellers metabolisme). Derudover induceres cytochrom P450 enzymet, der findes i flere
variationer, hvoraf nogle er med til at give anledning til en "hgjrisiko feenotype”. Cytochrom P450 er med
til at bortskaffe mange "volatile organic compounds” (VOC), hvorved a&ndring i aktiviteten af dette
enzym betyder endringer i lugtprofilen. (Phillips et al., 2008)
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Resultater

Med ”Selected-ion flow tube”-MS (SIFT-MS)'?’ er der blevet malt statistisk signifikante
forskelle pé indholdet af formaldehyd i ”headspace” fra urinprever fra patienter med:
blaerekreeft (85 ppb) og prostatakreeft (25 ppb) i forhold til raske frivillige (11 ppb). Den
statistiske signifikans er henholdsvis 0.0005 for blaerekraft og 0.05 for prostatakraft. (Spanel
et al., 1999) (Tabel 6.8)

To analyser med GC/MS er blevet foretaget pa udandingsluft fra brystkraftpatienter og
sammenlignet med raske frivillige, samt personer med unormalt mammogram: 1. Sensitivitet:
88.2 % og specificitet 73.8 % (Phillips et al., 2003b) og 2. sensitivitet 93.8 % og specificitet
84.6 % (Phillips et al., 2006).

6 GC/MS analyser er blevet foretaget pa uddndingsluft fra lungekraftpatienter af forskellige
forskerteam og ved brug af forskellige markerer (Tabel 6.8). En underseggelse gav 100 %
korrekt identifikation ved brug af 22 markerer (VOC), mens det faldt til 93 % korrekt
identifikation ved brug af 3 markerer (VOC) (Gordon et al., 1985). To undersggelser har
identificeret lungekraeft korrekt med en statistisk signifikans pé 0.0003. (Phillips et al., 1999
og 2003b). Sensitiviteten af de 6 forskellige undersegelser varierer mellem 100 % (Phillips et
al., 1999) og 72.2 % (Poli et al., 2005). Specificiteten varierer mellem 93.6 % (Poli et al.,
2005) og 70 % (Chen et al., 2007). To af undersegelserne sammenligner lungekreeft med
andre lungesygdomme, “’chronic obstructive pulmonary disease” (COPD) (Poli et al., 2005)
og kronisk bronkitis (Chen et al., 2007). Begge underseggelser holder en korrekt identifikation
pa omkring 80 %, mens specificiteten kun er 70 % for undersogelsen, der inddrager kronisk
bronkitis (Chen et al., 2007).

6.3. ”Elektronisk naese” (’gas sensor array’)

Elektroniske naser virker ud fra det princip, at duftstofferne bindes til en reekke forskellige
sensorer. Hver sensor er dekket med en specialfremstillet polymer, hvor de forskellige
polymerer har forskellig affinitet for forskellige duftstoffer. Nar duftstoffer bindes til
sensorerne @ndres ledningsevnen af polymeren. Herved opstér et signal, der kan overferes til
tolkning 1 en computer. (Montag et al., 2001; Pavlou et al., 2002, Smith og Spanel, 2007 og
Belda-Iniesta et al., 2007)

Elektroniske naser kan ikke lave kemisk identifikation af lugtstoffer, men reagerer pa en
kombinationen af den kemiske information i de stoffer, den udsettes for. (Di Natale et al.,
2003; Gendron et al., 2007 og Machado et al., 2005) Kemiske naser blev oprindelig udviklet
til fedevarekontrol og toksikologiske undersggelser, men er pé vej til at finde anvendelse
inden for medicinsk diagnose. Interessen har specielt vaeret 1 forbindelse med diagnose af:

197 »Selected-ion flow tube”-MS (SIFT-MS) findes udferligt beskrevet i folgende reference: (Smith og Spanel,
1996). Metoden beror ikke pa forudgéende adskillelse med GC. I stedet ledes praven direkte ind i et rer, hvor
den reagerer med en “precurser ion”, hvorved der dannes forskellige produkt-ioner. Disse detekteres
efterfolgende ved MS. F.eks. er H;O" blevet anvendt som “precurser ion” til maling af formaldehyd, de to
reagerer og H;CO" dannes som produkt-ion. Koncentrationen af formaldehyd estimeres efterfolgende ud fra
méling af koncentrationen af produktionen H;CO". (Spanel et al., 1999)
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lungebetendelse, urinvejsinfektioner (Pavlou et al., 2002) og sukkersyge (Di Natale et al.,
2003).

Resultater

Elektroniske neaser har foretaget 100 % korrekt identifikation af lungekreeft, 94 % korrekt
identifikation af raske frivillige (kontroller) og 44 % korrekt identifikation af patienter med
lungekreeft efter kirurgisk behandling. (Di’ Natale et al., 2003) En anden undersogelse viste
85 % korrekt identifikation (Machado et al., 2005). Sidstnavnte underseogelse havde relativt
hej specificitet (91.9 %). Herved overgik den alle undersogelserne med GC/MS bortset fra
undersogelsen af Poli et al. (2005) med en specificitet pa 93.6 %. (Tabel 6.8)

Modermerkekreeft er blevet ca. 80 % korrekt identificeret med elektronisk nase (D’ Amico et
al., 2008). Derudover kan elektroniske neser skelne mellem cellekulturer af normale celler og
cellekulturer af forskellige former af kreeft: (Figur 6.4). (Gendron et al., 2007)
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Figur 6.4. Eksempel pé klyngeanalyse af maling pa forskellige celletyper: gul trekant: NHDF (normal
human diploid fibrioblast), orange cirkel: L55 (NSCLC, adenocarcinoma), gran firkant: L65 (NSCLC,
adenocarcinoma), bla diamant: M51 (metastatic squamous cell carcinoma fra lungerne). (Gendron et al.,
2007)
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7. Diskussion

Dr. Sinclair: ”Det [lugtesansen] er et af de mest fascinerende emner du kunne velge pa
grund af dets uhandgribelighed og dets dybtliggende falelsesmassige kvaliteter ... Vi har
veret i stand til at reducere farve og lyd til vibrationer, men lugt modstar sadan en analyse.”

(Oversat fra Bendicheck, 1960)

Det overordnede formal med “Kropslugte — Lugte som biomarkerer for cancer” har varet, at
prasentere en sandsynlig mekanistisk forklaringsmodel for dannelsen af cancer-relaterede
lugtstoffer (“cancer signaturlugte™), og hvordan de efterfolgende kan detekteres af en anden
organisme gennem lugtesansen, f.eks. hunde (Canis familiaris) eller afrikanske keemperotter
(Cricetomys gambianus).'®®

Til at begynde med, er det vigtigt at forstd, at det normale menneske udsender en masse lugte.
Vigtige kilder til disse lugte er: sved, urin, faeces, spyt og ande (Tabel 1.3 og Bilag 2). Med
kemisk analytiske metoder, f.eks. gaskromatografi/massespektrometri (GC/MS) har forskere
pévist tusindvis (4941) af forskellige stoffer i prover af sved, spyt og urin (Penn, et al., 2007).
Heraf var 373 lugtstoffer stabile over tid, hvormed de kandiderede til menneskets kemiske
fingeraftryk™. 44 af disse stoffer varierede mellem individer og 22 havde kensbestemt
variation. Variationer i menneskers lugt kan tilskrives: alder, ken, hormonstatus og kost.
Derudover kan kropslugten pavirkes af forurening, f.eks. tobaksreg og rengeringsmidler og
”moderne hygiejnisk praksis”, herunder brugen af sebe, shampoo, kosmetik og parfume.

En anden vigtig faktor for kropslugten er organismens helbredsstatus. Lugtdiagnose er ikke
nogen ny foreteelse inden for medicinen. Helt tilbage til leegerne fra den graeske antik, er det
blevet beskrevet, hvordan bestemte sygdomme kunne knyttes til karakteristiske lugte, f.eks.
ledsages maeslinger af en lugt af "nyplukkede fjer”. Inden for den moderne medicin er listen
af sygdomme, hvor lugt kan indga i diagnosen, udvidet betydeligt (Lockman, 1981 og Bilag
3). Lugtdiagnose anvendes i1 dag primeert i forbindelse med infektioner, stofskiftesygdomme
og hudsygdomme (autoimmune sygdomme). Inden for “akutmedicin” kan lugtdiagnose vere
livsvigtig, f.eks. i forbindelse med forgiftninger. Interessant nok er lugte ikke alene knyttet til
somatiske sygdomme. Skizofreni har efter sigende en “’tung”, “’stikkende”, endog
’stinkdyrsagtig” lugt (Smith 1960). Lugten er kemisk identificeret som “trans-3-methyl-2-
hexenoic acid” (TMHA) (Bilag 3).

Kan mennesker lugte cancer? I en lille spergeskemaunderseggelse til laeger pa danske
kraeftafdelinger indkom forskellige svar: 3 leger svarede, at kreeft har en rddden eller syrlig
lugt, mens en ikke mente, at kraeftpatienter lugter anderledes end resten af befolkningen. En
oplagt forklaring pé de forskellige resultater er, at de forskellige kraeftformer lugter
forskelligt. En leege beretter, at lugt kun kommer fra storre cancere med tilherende infektion,
hvorimod sma cancere ikke lugter, dvs. den lugt fra cancer, mennesker kan opfatte, stammer

18 Afrikanske kamperotter (Cricetomys gambianus) anvendes til at detektere tuberkulose pa forsegsplan i
Tanzania, samt detektion af landminer. (Las indleg om emnet pa forfatterens internetblog:
http://www.ebblog.dk/2942/perma/37603/ og http://www.ebblog.dk/2942/perma/32715/)
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maske ikke fra ’canceren-i-sig-selv”’, men derimod fra den ledsagende infektion,
immunreaktion og/eller vaevshenfald (nekrose). En anden forklaring pa de forskellige svar, og
hvorfor nogle laeger har valgt ikke at svare, kan veere bekymring i forhold til at stigmatisere
patienter. Kraft er en alvorlig sygdom, og et praedikat om darlig lugt kan gere ondt varre. '*

Kreaftcellers metabolisme

I forhold til normale celler aendrer kraeftceller metabolisme pé flere mader, hvoraf forhejet
glykolyse (Warburg effekt) og foraget “oxidativt stress” med deraf folgende foregelse 1 lipid
peroxidationen (LPO), er de mest bemarkelsesverdige.

Derudover pavirkes en raekke cancer-relaterede signalveje, f.eks. MAPK-signalvejene, der
kan fore til: “epithelial-mesenchymal transition” (EMT), migration og invasion (metastase).
Herigennem @ndres monsteret i de proteiner, cellen udtrykker. Andret lugt kan teoretisk set
opstd nar proteinerne nedbrydes af cellens ”antigen behandlende maskineri” (APM) og
fremvises pa celleoverfladen (Figur 3.4). Dog skal yderligere omdannelser/nedbrydning finde
sted, da MHC-peptiderne ikke i sig selv er flygtige.

Foreget LPO giver anledning til en masse flygtige forbindelser, f.eks.: formaldehyd, alkaner,
methylerede alkaner, aldehyder og ketoner (Figur 2.9). Desverre er disse stoffer bade flygtige
og typisk meget reaktive, hvorfor det er yderst vanskeligt at male pa deres koncentrationer 1
den levende celle og folge deres vej gennem kroppen. Det har saledes ikke veret muligt at
bestemme det relative bidrag fra mitochondrierne, NOX-enzymer og peroxisomer, m.m. Men
mitochondrierne menes, at give det sterste bidrag, op mod 90 % under normale
omstandigheder. Men denne balance kan forrykkes i tilfzlde af kreft. Arsagskeeden star pa
denne made svagt.

Et andet problem er, at LPO ikke er specifikt for kreeft. LPO er impliceret i en reekke naturlige
processer, og forhgjede niveauer af LPO-produkter kendes fra mange andre sygdomme, f.eks.:
infektionssygdomme, astma, ledegigt og hjerte-kredslebssygdomme. Herved er
tilstedeverelsen af stofferne ikke nedvendigvis en indikator for kraeft. Derimod kan en
@ndring i det samlede menster LPO-produkter méske vare det (summen af kvalitative og
kvantitative forskelle).

Konsekvenserne af kreftcellernes @ndrede metabolisme er mangfoldige. Eksempelvis
reagerer LPO-produkter med DNA, hvilket giver anledning til mutationer og DNA-vedhang.
Kan dette vere relevant for lugten? DNA-nukleotider er lige tunge nok til at kunne regnes
som lugtstoffer i traditionel forstand, dvs. de er tungere end 300 Da.'” Ikke desto mindre er
mutationer i DNA (p53) blevet detekteret i uddndingsluft fra lungecancerpatienter (Gesner et
al., 2004). Tilsvarende kan DNA mutationer méske detekteres af dyr gennem deres
vomeronasale organ (VNO), men det er sd vidt vides ikke blevet undersogt.

19 Erkendelse og 4benhed omkring et problem, kan vaere et skridt pa vej hen imod en lgsning. Eksempelvis er
der opnaet gode resultater med aroma-/phytoterapi i relation til kreeftsér med ubehagelig lugt. (Warnke et al.,
2006)

' Molekylaervagten af DNA kan beregnes som antal basepar (bp) gange med 649 Da/bp, herved ma et enkelt
nukleotid have en masse pé ca. 325 Da.
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MHC-komplekset

En anden made hvorpé kreeftceller adskiller sig fra normale celler, er at de i1 nogle tilfelde
@ndrer udtrykket af MHC-molekylerne pé deres overflade. En normal celle udtrykker flere
hundrede tusind MHC-molekyler, hvorfor kvantitative overvejelser mé indeholde muligheden
af, at de &ndrede MHC-molekyler kan give et betydningsfuldt bidrag til ’signaturlugten” for
kraeft. Hele cellens overflade er forandret, mon ikke de sé afgiver en anderledes lugt? Hvad
den konkrete forbindelse er mellem MHC-komplekset og den individuelle lugt, er imidlertid
stadig uklart, men der er fremsat en reekke hypoteser (Figur 3.5).

Der findes mange forklaringer pd, hvordan kraftcellers metabolisme og ’tumor escape” kan
give anledning til en serlig lugttype (’signaturlugt”). Men ingen af disse mulige
arsagssammenhange er endegyldigt bevist. Hvad man dog med nogen ret kan haevde, er at en
”signaturlugt” for cancer er blevet ’sandsynliggjort”.

Individuel lugttype (”signaturlugte™)

De forste forseg med individuelle lugte blev lavet af George Romanes (1848-94), da han ville
gore det svaert for hans terrier, at felge hans lugtspor i Regent Park. (Romanes, 1887).
Hvordan kan hunde folge faerten af et bestemt menneske, mellem hundredvis af andre
lugtspor? Mange ar senere viste H. Kalmus, at hunde har betydeligt svaerere ved at kende
forskel pé lugten af tvillinger end andre mennesker, hvilket tyder pa at lugttypen har en
genetisk komponent. (Kalmus, 1955).

Laboratorieteknikere pd Monell Chemical Senses Center, Philadelphia, USA, gjorde
efterfolgende observationer af ”parringsvalg” 1 indavlede stammer af mus, hvor musene
tilsyneladende foretrak at parre sig med mus af anden MHC-type end deres egen (Yamazaki
et al., 1976 og Boyse et al., 1987). Efterfolgende har resultaterne af mange adferdsmélinger
givet indikation for, at den individuelle lugttype har noget at gore med MHC-komplekset.

Individuelle lugttyper for cancer er bekraftet med badde GC/MS og “elektroniske naser” (gas
sensor array’’)(se kapitlet: "Kemisk fingeraftryk™ af cancer). Men, hvor meget ligner
signaturlugten af cancer den individuelle lugt af et menneske eller dyr? Kraeftcellers
metabolisme varierer betragteligt over tid (D’ Amico et al., 2008). Derfor er det vigtigt om
kraeftceller far deres specifikke lugt allerede pa et tidligt stadie?
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7.1. Anvendelse af detektorhunde

’Kan du bruge hunde til at detektere cancer. Nej, du kan ikke. Var alvorlig. Hunde berer
sygdomme. S& er der den store kvalitetskontrol og helbreds- og sikkerhedsproblemer. Det
ville veere interessant at vide, om patienter ville stole pa en cocker spaniel frem for en
diagnose, nar det drejede sig om de havde lungekrzft eller gj.”

(Dr. Richard Sullivan)'”!

Eksemplerne p4, at hunde tilsyneladende responderer over for lugten af cancer, kan opdeles i
to grupper: 1. utrenede hunde, der reagerer spontant, og 2. treenede hunde, der markerer med
f.eks. 7sit”, ”daek” eller ’pote”.

Utraenede hunde, der reagerer spontant

Til den forste gruppe af hunde, der reagerer spontant, ma kommentaren vare, at enkeltstdende
observationer ikke udger noget videnskabeligt bevis. Men faenomenet giver indikation for, at
hunde muligvis har en evne til at detektere cancer, der er vaerd at undersege nermere. Hundes
lugtesans bruges allerede af mennesker i mange andre sammenhang f.eks. politiets
anvendelse af sporhunde og ID-hunde.

I relation til politiets brug af hunde, som der er en mere end hundredérig tradition for, har
videnskabelige undersogelser vist, at hunde har en ganske imponerende evne til at identificere
og folge menneskers personlige lugt (feert). Hvis cancer har en signaturlugt, burde hunde
kunne genkende den. (Barbara Sommerville).

Men, hvorvidt hundes lugtesans er god nok til at detektere cancer er genstand for uenighed.
Dr. Wallace Sampson:

»Jeg tror det er pa denne side af absurd. Folks lugt er sadan, at enhver lugt fra en kreftcelle
ville blive overdgvet af alle de andre lugte, der findes. Disse lugte vil overveelde receptorerne.
At sige at cancer pludseligt ville blive til at detektere med hunde er for langt ude for de fleste
videnskabsfolk. Det er ikke plausibelt.”

(Guthrie 2003)

Argumenter imod Sampsons standpunkt er, at hunde kan abstrahere fra steerke lugte. Romanes
(1888) pravede at aflede sin jagthund fra lugtsporet ved brug af anisolie, men det virkede
ikke. Den kunne stadig skelne mellem hans lugtspor og lugtspor afsat af en masse
landarbejdere. Derudover bliver hundes evne til at identificere lugte, bedre, des flere de larer.
Dette gelder i hvert fald op til 10 lugte (Williams og Johnston, 2002).

' Bemaerk argumentationsméden (retorikken): Forst spiller Sampson pa frygt for latterliggorelse. Pastanden slas
hen som en speg. Dernzst angribes hundenes karakter (’Ad hominem”). De beskrives som ”sygdomsberere” og
ikke til at stole pa. Men spargsmalet er, hvor meget hold, der er i l&egens péstande, eller om de bare er et udtryk
for fordomme? (http://www.timesonline.co.uk/article/0,,2092-1859073,00.html)
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Tages den nyere forskning omkring lugtesansens funktion med i betragtning, kan det meget
vel ligge inden for det mulige, at hunde bade kan detektere meget svag lugt, og at de kan
genkende en signaturlugt pa trods af forstyrrelser. Det er et spergsmal om
aktiveringsmensteret for en raekke kvalitativt forskellige lugtreceptorer. Den svenske hund
”Hanna”, kan detektere lugten af kraeft ned til 20 celler. (Gyorgy Horvath, privat
kommunikation)

Hunde har endvidere vist sig effektive, mht. pdvisningen af andre sygdomme. Hunden ”Gaz”
kunne identificere sar, der er inficeret med maddiker med en succesrate pa 95 % (Welch,
1990). Har man nogen grund til at antage, at det skulle vaere sverere for hunden at detektere
cancer, end tilstedevarelsen af en parasit?

Imidlertid skal man nappe forlade sig pa, at familichunden vil fortalle, hvis man har kreeft.
Beretningerne om hunde, der har alarmeret deres ejere til at gé til leegen, med noget der
efterfolgende har vist sig at vaere kreeft, er ret sjeldne.

Traenede hunde (cancer detector dogs™)

Fremkomsten af hunde, der var treenede til at detektere cancer, har faet en blandet modtagelse
af legevidenskaben (se foregdende citater). Hvad der ma opfattes som positivt, er dog at
undersogelser omkring “cancer detector dogs” er blevet publiceret 1 anerkendte
videnskabelige tidsskrifter, herunder British Medical Journal (Willis et al., 2004)' 2.

Et af kritikpunkterne mod Willis et al. (2004), har vaeret, at de ikke redegjorde for en
arsagssammenhang mellem, hvad hundene detekterer ,og cancer. Man kan eksempelvis
forestille sig, at lugten ikke kommer fra “kraeften-i-sig-selv”’, men derimod blot er en
risikofaktor, der ofte ledsager sygdommen (Leathy, 2004).

I forleengelse heraf har en indvending over for de amerikanske undersegelser (Pickel et al.,
2004 og McCulloch et al., 2006), veret at de kun brugte raske frivillige i kontrolgruppen.
Herved kan man forestille sig, at hundene ikke responderer pa “’kraften-i-sig-selv”’, men f.eks.
ledsagende infektion, vaevshenfald (nekrose) eller en generel sygdomslugt (Horvath, 2008)
Willis et al. havde netop “falske positive” 1 forbindelse med bl.a. infektion (kensvorter) og
type II diabetes (Carolyn Willis, privat kommunikation), der begge kan ledsages af oxidativt
stress. "Hanna” den svenske hund, kan imidlertid lugte forskel pa kraeft i &ggestokkene og
andre kraeftformer, hvorfor hun detekterer andet end blot sygdom. (Horvath et al., 2008).

Undersogelserne af Hovaths et al. (2008) kan imidlertid kritiseres for kun at anvende en hund,
og det er heller ikke sikkert, at resultaterne for kraeft i @ggestokkene kan overfores pa andre
kraeftformer. Méske har netop kraeft i @ggestokkene en sarlig signaturlugt, mens andre
kreeftformer ikke har. Et andet kritikpunkt mod den svenske undersegelse, er at "Hanna”
detekterer kraeft ud fra veevsprover. Herved bortfalder en afgerende pointe, nemlig at
undersogelserne kan foregé “non-invasive” af hensyn til patienterne. Hvis "Hanna” kun kan
identificere kraeft i veevspraver, kan det naeppe bruges til noget som helst i1 praksis?

"2 The Lancet har endvidere berort emnet i flere omgange: (Smith, 1987 og Williams og Pembroke, 1989)
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Hvad er det hundene kan lugte?

“What happens in the nose, when we smell the odour of a rose?”

William Shakespeare (1564-1616)

To hovedkilder til kreeftcellernes signaturlugt er blevet fremhavet: 1. kraeftcellernes
metabolisme, herunder forhejet glykolyse og LPO og 2. lugte med relation til MHC-
komplekset. Derudover kan de to virke i kombination, da @ndringen i metabolismen betyder
@ndret udtryk af en raekke proteiner, der i nedbrudt form kan ende som ligander for MHC-
molekylerne'”, og efterfolgende give anledning til lugte.

Der findes mange kandidater til biomarkerer for cancer, der kan detekteres af hunde, hvorfor
man kan forestille sig, at de trenede hunde (’cancer detector dogs™), genkender forskellige
delmangder af biomarkererne hver iser, dvs. hundene reagerer maske pa noget forskelligt?

Det er heller ikke sikkert, at ”cancer detector dogs” og de hunde, der tilsyneladende har
reageret spontant over for kraeft, lugter det samme. Den adfeerdsmaessige kontekst er
forskellig. De traenede har det tilsyneladende godt med at deltage i sporingsarbejdet, mens
flere af de hunde, der har lugtet kraeft hos deres ejere, har reageret med: ophidselse,
aggression og panik.

Lugtesansen er opdelt i en signalvej, der forer fra 1. naesens lugtepitel og 2. en anden signalve;j
fra det "vomeronasale organ” (VNO). Ifelge den traditionelle opfattelse er nasens lugtepitel
knyttet til kognitiv adfeerd, mens VNO er knyttet til instinktiv/ubevidst adfeerd. Méske
opfatter de trenede hunde lugtene af cancer gennem naesens lugtepitel, mens de hunde, der
reagerer spontant, kan have opfattet der var noget galt gennem VNO, og altsé ubevidst.

Nyere forskning har dog vist et betydeligt overlap i funktion mellem nasens lugtepitel og
VNO, men dette &ndrer ikke ved, at hundene kan detektere noget forskelligt, og de kan
benytte sig af helt forskellige former for perception.

En metode der muligvis kan bidrage til afklaring af spergsmalet om, hvad hundene egentlig
detekterer, er ’bio-guided fraktionering”. Dette er forsegt i forbindelse med at levere et
videnskabeligt grundlag for politiets anvendelse af ID-hunde (Sommerville et al., 1994). Her
blev de individuelle lugte bestemt til at ligge 1 — fraktionen. Men den individuelle lugt fra en
person (faert) og lugten fra cancer er forskellige, hvorfor resultaterne ikke umiddelbart kan
overfores. Endvidere md anvendelse af bio-guided fraktionering i relation til en s& kompleks
blanding af stoffer som i tilfeeldet med cancer, anses som tvivlsom. Man risikerer simpelthen
at odelegge den lugtprofil hundene genkender ved separationen (Yamazaki et al, 1999). For
det forste er stofferne flygtige, og for det andet kan komponenter af lugtprofilen ende op i
forskellige fraktioner.

'3 Andre “barerproteiner” kan f.eks. vare medlemmer af lipocalinfamilien: “major urinary proteins” (MUP) hos
mus eller “odorant binding proteins” (OBP).
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Hunde eller rotter?

Et andet spergsmal, der melder sig i forbindelse med de to lugtsystemer: nasens lugtepitel og
VNO, er om hunde er de bedst egnede dyr til at identificere kreft. Hvis signaturlugten af
kraeft blandt andet bestar af peptider, der kan detekteres gennem VNO, sa har gnavere et
betydeligt storre antal VNO-receptorer. Eksempelvis har rotter 106 V1R receptorer, mens
hunden har 8.

Derudover kan rotter vaere mere praktiske bade at handtere og opstalde. Tilmed er der lavet et
computerstyret treenings-program, der kan lare rotter at diskriminere mellem lugte (Otto et
al., 2002). I Afrika er man saledes langt fremme i forseg med at bruge rotter til at detektere
tuberkulose (http://www.ebblog.dk/2942/perma/37603/).

7.2. Anvendelsen af kemiske analysemetoder

Et stort antal markerer for kraeft er blevet identificeret med GC/MS og SIFT-MS, f.eks.
alkaner, methylerede alkaner, isopren, ethanol, acetone, toluen, bezen, m.fl. (se kapitlet:
"Kemiske fingeraftryk af cancer og Bilag X)'”*. Markererne er typisk identificeret i prover af
udéndingsluft eller headspace” fra urinprever og modermaerkekraft, dvs. de lugtbaserede
metoder kan foregd “non-invasive”, hvilket gor det mere behageligt for patienterne.

Naturlige variationer, og variationer i relation til andre sygdomme, betyder imidlertid, at de
fleste markerer ikke kan anvendes enkeltvis, men i udvalgte st af flere forskellige markerer.
En forfatter anvender dog udelukkende formaldehyd til identifikation af blere- og
prostatakraeft (Spanel et al., 1999).

Mht. udvalget af markerer bruger forfatterne forskellige set af markerer til at identificere
forskellige kreftsygdomme, f.eks. er markererne for lungekreeft forskellige fra markererne for
brystkreft. Det kan forekomme rimeligt, da markererne kan afspejle molekylere
sygdomsprocesser, der er specifikke for den enkelte kreeftform. Men betragtes tilfaeldet
lungekraeft, hvor der er lavet 6 forskellige undersegelser (Tabel 6.8), nér forfatterne frem til 6
forskellige sat af markerer. Herved kan udvalgelsen af markerer forekomme noget tilfeldig
(D’ Amico et al., 2008).

En forklaring pa de, tilsyneladende, tilfeeldigt udvalgte markerer kan vere, at
lungekraeftpatienterne har vaeret forskellige mht. kraeftstadie, molekylere sygdomsprocesser,
m.m. Hvad der kunne tale imod dette, er at metoderne virker uathaengigt af kraeftstadie
(Phillips et al., 1999 og 2008). En anden forklaring er, at malemetoderne langt fra er
standardiseret, mht. opsamling, opbevaring og den efterfolgende analyse, og lugtstoffer er
noget meget folsomt noget at arbejde med. Dertil kommer, at forfatterne har brugt forskellige
computerprogrammer (”’software”) til menstergenkendelse/klyngeanalyse, hvorfor det ikke er
markeligt, at resultaterne falder forskelligt ud.

' Listen ma ikke opfattes som udtemmende.
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Det fremgar heller ikke klart i hvilket omfang den ”biologiske betydning” af stofferne, 1
relation til de molekylare sygdomsprocesser, har vaeret brugt som udvelgelseskriterium. Men
her er problemet nok, at drsagssammenhangen mellem lugtstofferne og sygdomsprocesserne
er noget vag. Dette pa trods af de mange hypoteser for, hvordan det méske kan henge
sammen (se kapitlerne: Kreftcellers metabolisme, MHC-komplekset, og afsnittet: "Hypotese
til forklaring af udvalgte markerer”).

Hvis signaturlugten” af cancer bestdr af mange forskellige stoffer og primart kvantitative
forskelle, sammenlignet med lugten af raske personer, kan det sagtens vare muligt, at mange
forskellige sat af markerer kan bruges til at identificere cancer. Men dette ma selvfolgelig
ikke st 1 vejen for, at man forseger at standardisere og optimere metoderne, og herunder
finder frem til de bedste markerer.

En anden indvending mod nogle af undersogelserne har vearet, at de kun benytter raske
frivillige 1 deres kontrolgruppe. Herved kan det teenkes, at markererne ikke er specifikke for
kraeft, men kun indikerer mere generelle ledsagefaenomener, f.eks.: inflammation, nekrose
eller andre lugte, der generelt kendetegner syge mennesker (Horvaths et al., 2008)'”. Flere
nyere undersggelser sammenligner imidlertid med andre patientgrupper: “’cronic obstructive
pulmonary disease” (COPD) og rygere (Poli et al., 2005); kronisk bronkitis (Chen et al.,
2007); "o£1-antitrypsin defiency”’(AAT)” og “cronic pulmonary beryllium disease” (CBD)
(Machado et al., 2005) og abnormale mammogrammer (Phillips et al., 2003 og 2006).
Kraftpatienterne identificeres stadig korrekt i forhold til disse andre patientgrupper, hvorved
generelle sygdomslugte nappe er forklaringen.

En provokerende tanke

Taget under et er begge de lugtbaserede tilgange til identifikation af cancer, hunde og kemisk
analytiske metoder, metoder der er under udvikling. Metoderne kan endnu ikke betragtes som
optimerede, hvorfor der er mulighed for at opna endnu bedre resultater.

Hvad der imidlertid kan give stof til eftertanke er, at hunde og kemiske analysemetoder
(GC/MS) har omtrent samme detektionsgranse, dvs. 102 M. (Belda-Iniesta et al., 2007), dvs.
deres “hardware” er omtrent lige folsomt for at bruge computerterminologi. I de tilfeelde hvor
hundene en de kemiske analyser overlegne, mht. korrekt identifikation, sensitivitet og
specificitet, kan det derfor kun skyldes, at hundens ”software”, dvs. hundens medfedte
program til “menstergenkendelse” 1 hjernen, er bedre end de
menstergenkendelsesprogrammer, der er udviklede af mennesker. Eller er der andre
muliglll%der? Hunde er maske klogere end mennesker, nér det kommer til at arbejde med
lugte?

'7> Herved hypostaseres imidlertid eksistensen af “andre lugte, der generelt kendetegner syge mennesker”. Det er
uvist om disse pastaede lugte korresponderer til noget i virkeligheden, hvorfor argumentationen maske er usund
og kun komplicerer tingene yderligere?

1% Interessant reference til diskussion om dyrs bevidsthed/kognitive evner: (Sommerville og Broom, 1998)
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7.3. Implikationer for kraeftbehandlingen

Et andet formal med “Kropslugte — Lugte som biomarkerer for cancer” har varet at vurdere
mulighederne for at benytte lugt-baserede metoder: GC/MS, SIFT-MS, “elektroniske naser”
og hunde (“cancer detector dogs™), i forbindelse med screening og tidlig diagnosticering af
cancer.

Lungekreaeft er en af de mest dedelige kraftformer, og der findes ingen ordentlige
screeningsmetoder. Tidlig diagnose af lungekraft kan give en foregelse af den forventede 5-
arige overlevelse fra 1 % (stadie IV) til 67 % (stadie 1A) (Belda-Iniesta et al., 2007). I
tilfeldet med brystkraeft skennes screening at kunne reducere dedeligheden med 20-30 %.
(Phillips et al., 2003)

I den nedenstédende tabel sammenlignes statistiske parametre for identifikation af cancer med
konventionelle metoder med resultater af analyser baseret pa lugtprover.'”’

Kreeftype Sensor Sensitivitet Specificitet Kilde
Lungekreeft ”Chest CT” 95-100 % 58-93 % (Machado et al.,
2005)
PET 98.6 % 77.8 % (Machado et al.,
2005)
GC/MS 100 % 81.3 % (Phillips et al.,
1999)
Hund (Canis 99 % 99 % (McMulloch et al.,
familiaris) 2006)
Brystkraeft Mammografi 75-90% 90-95% (Ferrini et al., 1996)
GC/MS 88.2 % 73.3 % (Phillips et al.,
2003)
Hund (C. 88 % 98 % (McMulloch et al.,
familiaris) 2006)

Tabel 7.1. Identifikation af lunge- og brystkraeft: Sammenligning mellem konventionelle metoder, kemiske
analyser af lugtprgver (GC/MS) og brugen af detektorhunde, mht. sensitivitet og specificitet.

I tilfeeldet med lungekreeft har de 4 nevnte metoder: “chest CT”, PET, GC/MS og hund
(Canis familiaris) en sensitivitet pa 95-100 % (Tabel 7.1.) '®. Men, hvad angér specificiteten
ligger de to lugtbaserede metoder bedst, og hundene har opnéet bedste resultat med en
specificitet pa 99 %. Specificiteten er vigtig i relation til screening, hvor antallet af falsk

positive” skal veere lavt for at screening er praktisk gennemforlig'”’.

Hvad angér brystkreft har de to lugtbaserede metoder nogenlunde samme sensitivitet som
mammografi, men hundenes har igen bedste specificitet med 98 % (Tabel 7.1).

77 »Der findes tre slags logne: almindelige logne, forbandede logne og statistik.” (Mark Twain, 1835-1910)

178 Forslag til screening for lungekrzft (“tre-trins-raket”): 1. “breath analysis”, 2. CT og 3. PET, med anvendelse
i nevnte rekkefolge. (Belda-Iniesta et al., 2007)

' Flere af de eksisterende screeningsmetoder har en hej rate af “falsk positive”, hvilket nedvendigger, at man
efterfolgende udtager vaevspraver. Hvis detektorhunde har lavere rate af ”falsk positive”, kan dette ubehag
reduceres for patienterne. (Gordon et al., 2008)
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Kreafttype

Sensor

Korrekt identifikation

Kilde

Modermarkekreeft

Visuel inspektion'™ Ca. 70 % (D’ Amico et al., 2008)
Elektronisk nzase Ca. 80 %
Hund (C. familiaris) 100 % (Pickel et al., 2004)

Tabel 7.2. Identifikation af modermarkekreeft: Sammenligning mellem en konventionel metode, kemiske
analyse (elektronisk nese) af lugtpraver og brugen af detektorhunde, mht. sensitivitet og specificitet.

Hunde kan pavise modermerkekraeft med 100 % korrekt identifikation. Hermed ligger
hundene klart over den elektroniske nase med 80 %, og begge de to lugtbaserede metoder
ligger opnér hejere rate af korrekt identifikation end visuel inspektion af en hudlage.

De ovennavnte tal (Tabel 7.1 og Tabel 7.2) ma indikere, at der kan ligge et stort uudnyttet
potentiale, mht. anvendelsen af lugtbaserede metoder i forbindelse med screening og tidlig
diagnosticering af visse kraeftformer. Kraeft 1 @ggestokkene er tidligere naevnt som endnu en
kraeftform, hvor der ikke findes gode metoder til screening og tidlig diagnosticering, og hvor
lugtbaserede metoder kan vere relevante.

Tallene ma dog tages med det forbehold, at hundene i ovennavnte undersggelser kun skal
identificere cancer i forhold til raske frivillige. Spergsmalet er derfor om de kan holde den
flotte statistik, hvis det afpreves pa “risikogrupperne” for de samme kraftformer. Den
svenske undersogelse giver dog et bud pa svaret i om med, at "Hanna” kan lugte forskel pa
kreeft i @ggestokkene og andre kraeftformer, dvs. hundene kan tranes til at genkende en
specifik kraeftform (Horvath et al., 2008).

Mulighederne for at benytte lugtbaserede metoder til screening og tidlig diagnosticering af
cancer athenger endvidere af en rackke praktiske forhold. Mens elektroniske naser ma
betragtes som en relativt simpel og billig teknologi at anvende, athenger GC/MS og SIFT/MS
til gengeeld af dyrt og kompliceret maleudstyr.

Hvis almindelige familichunde kan anvendes til ”cancer detector dogs”, og de kan treenes pa
3-4 uger (McCulloch et al, 2006), ma de vare relativt billige 1 anskaffelse. Til gengald skal
treeningen formentlig holdes ved lige, og derudover kommer opstaldning og anden pasning.
Hvis man anvendte rotter i stedet for hunde, ville de praktiske problemer blive mindre, men 1
sa fald ma det selvfolgelig forst undersgges, om rotter er lige s& gode til at detektere kreeft
som de er til at detektere tuberkulose.

Det er allerede navnt, at de lugtbaserede metoder kan foregéd “non-invasive”, hvilket gor
undersogelserne mere behagelige for patienterne. Endvidere ma det betragtes som rimeligt
uskadeligt, at fa taget en lugtprove. Rontgenundersogelser er skonnes til sammenligning at
veere ansvarlige for 0.6-3.2 % af kreefttilfeeldene 1 udviklede lande. (Belda-Iniesta et al., 2007)

180 Ngjagtigheden af diagnosen kan forbedres ved “dermascopic test”; billede-baserede teknikker
(epiluminescence), men ingen nar 100 % (D’ Amico et al., 2008)
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Andre sidegevinster

Taenker man lidt mere abstrakt, kan fokusering pa lugtstoffer maske betyde, at man inden for
sundhedsvaesenet begynder at fokusere mere pé lugte, og hvordan sygdomslugte kan vaere et
problem for nogle patienter, f.eks. den 55 érige kraeftpatient (p. 4), der var blevet sendt hjem
fra arbejde, fordi kollegerne ikke kunne holde lugten ud. Aromaterapi har vist sig effektiv
som palliativ behandling i sddanne tilfeelde (Warnke et al., 2006).

Hvad angéar hundene, kan forskning i ”cancer detector dogs”, maske abne op for, at hunde
lukkes ind pa hospitalerne, f.eks. som ’socialhunde” eller terapihunde”, der muligvis ogsa
kan vere med til give bedre overlevelse og forbedre livskvaliteten for kreftpatienterne. '™

'8 Servicehunde: http:/canix.dk/dk/hunde/hunde.htm og "Hunde kan mere end vi aner”. (Lumbye, 07.10.2007)
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Bilag 1
Kropslugte — Lugte som biomarkerer for cancer
Speorgeskema

Undertegnede er ved at skrive et molekyl@rbiologisk speciale (RUC) om mulighederne for at
bruge lugtstoffer, og evt. detektorhunde, til tidlig diagnosticering af kreeft.

Jeg henvender mig til danske kraftleeger i hab om, at du/I kan videregive erfaringer omkring
de karakteristiske lugte, der optrader i forbindelse med kraftsygdomme.

Héber derfor du vil bruge ca. 10 min. pd nedenstaende skema.

Navn: 1 Jeg foretreekker at veere anonym
Stilling:

E- mail:

1. Din egen subjektive beskrivelse af en lugt, der optreder 1 forbindelse med
kreeft:

2. Beskrivelse af ”’case”, hvilken form for kraft var der tale om:

3. Mener du at kunne genkende nogle af de kemiske forbindelser, der indgér 1
lugten?

4. Har du selv en mulig forklaring pé, hvad der giver anledning til ovennavnte




lugte, f.eks. “kraften 1 sig selv”’, immunrespons og nekrose?

5. Har du oplevet eksempler p4, at patienter har henvendt sig til lege efter at
keeledyr, f.eks. hunde, har indikeret, at der var noget galt?




Andre kommentarer:

Udfyldte skemaer bedes sendt til nedenstdende adresse. Tak for din ulejlighed.

Kontaktadresse:

Morten A. Larsen, stud. scient.
Geddesgparken 44
4220 Korser

E-mail: mortenl@ruc.dk
Mobil: 27417850
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Bilag 2

Kropslugte
Huden

Table 1
Compounds extracted from the hand odor of 60 subjects
R.T. Compound name Frequency of occurrence Percentage of occurrence (%)
Males Females Total Males Females Total
3.86 Pyridine® 1 0 1 3.33 0.00 1.67
4.67 Toluene® ] 1 1 0.0¢ 3.33 1.67
4.74 2-Butenal, 2-methyl- 2 2 4 6.67 6.67 6.67
5.45 Octane® 1 0 1 3.33 .00 1.67
573 Hexanal® 4 1 1 0.00 3.33 1.67
6.66 2-Forancarboxaldehyde® 29 30 39 96.67 100 98.33
7.43 2-Furanmethanol 24 25 49 20.00 83.33 81.67
7.8 Benzene, 1,3-dimethyt- 0 2 2 0.00 6.67 3.33
7.82 p-Xylene* 2 2 4 6.67 6.67 6.67
8.32 Nonane® 6 6 12 20.00 20.00 20.00
8.51 Heptanal® [} 2 ] 20.00 6.67 13.33
9.21 Propanedioic acid-dimethyl ester 17 17 34 56.67 56.67 56.67
9.75 Benzene, 1-ethyl-2-methyl- 3 0 3 10.00 .00 5.00
9.87 Benzaldehyde® [+ 3 9 20.00 10.00 15.00
9.89 Benzene, 1,3,5-trimethyl- 4 5 9 1333 16.67 15.00
10.28 . Furancarboxylic acid-methyl ester 2 3 5 6.67 10.00 833
18.15 Benzene, 1-ethyl-3-methyi- 0 2 2 0.00 6.67 333
10.42 Phenol® 30 30 60 100 100 100
10.49 5-Hepien-2-one, 6-methyl-* 8 16 24 26.67 53.33 40.00
10.67 1,2,4-Trimethylbenzene 0 1 1 0.00 3.33 1.67
10.78 Cetanal® 4 3 10 1333 20.00 16.67
1110 Thiazolidine 1 1 2 333 3.33 333
11.26 Benzyl alcohol® 3 6 9 10.00 20.00 13.00
11.60 Benzene, 1,2,3-trimethyl- 1 2 3 333 6.67 5.00
12,13 1-Octanol 1 2 3 333 6.67 5.00
12.43 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-* 5 7 12 16.67 23.33 20.00
12.54 Undecang? 4 2 6 1333 6.67 10.00
12,64 Nonanal” 30 30 60 100 100 100
12.83 Cetanoic acid-methy! ester 5 15 20 16.67 50.00 3333
12.87 Phenylethyl alcohol* 0 3 3 0.00 10.00 5.00
13.47 Nonane, I-chloro- 0 1 i 0.00 333 1.67
13.53 2-Nonenal, (E)-* 7 8 15 2333 26.67 25.00
13.59 Nonanel 1 1 2 333 333 333
13.93 2-Decanone? 2 o 2 6.67 0.00 3.33
13.97 Naphthalene® 2 1 3 6.67 3.33 5.00
14.19 Dodecane® 8 12 20 26,67 40.00 3333
14.28 Decanal? 30 30 60 100 100 100
14.51 Nonanoic acid-methyl ester 7 12 19 2333 40.00 31.67
14.66 6-Octen-1-ol, 3,7-dimethyl-, (R)- 0 1 1 0.00 3.33 1.67
1479 Hexanedioic acid, dimethyl ester 18 26 44 60.00 86.67 7333
15.07 2-Decenal, (E)- 1 4 5 333 13.33 833
15.59 Tridecane? 9 8 17 3000 26.67 28.33
15.68 Eicosane 0 2 2 0.00 6.67 333
1571 Undecanal® 9 14 23 30.00 46.67 38.33
15.76 Tetradecanal 2 3 5 6.67 10.00 833
15.99 Decanoic acid, methyl ester 1 4 5 333 13.33 833
16.44 .Beta.-Pinene? 1 1 2 333 3.33 333
16.50 2-Octenal, (E)- 4 5 9 1333 16.67 15.00
16.58 Decanoic acid 0 1 ] 0.00 3.33 1.67
16.85 Tetradecane® 10 15 25 3333 50.00 41.671
17.08 Dodecanal 2 ¢] 2 6.67 0.00 333
17.67 6,1(-dimethyl-5,9-undecadien-2-one? 19 20 39 63.33 66.67 65.00
18.10 Pentadecane® 0 1 1 0.00 333 1.67
18.37 Tridecanal® 2 1 3 6.67 3.33 5.00
18.52 Dodecanoic acid, methyl ester 7 3 12 2333 16.67 20.00
13.96 Dodecanoic acid 6 7 13 20.00 23.33 21.67
19.47 Hexadecane® 0 1 1 0.00 333 1.67
20.36 Cyclotetradecane 0 4 4 0.00 1333 6.67
20.60 Heptadecane® Q 3 3 0.00 10.00 5.00
20.76 Tetradecanoic acid, methyl ester 3 1 4 10.00 333 6.67
22.72 7-Hexadecenoic acid, methyl ester Q 1 1 Q.00 3.33 1.67
22,94 Hexadecanoic acid, methyl ester 0 3 3 0.00 10.00 5.00
23.76 Cyclohexadecane 0 1 1 0.00 3.33 1.67

* 1dentity verified by standard comparison.

Tabel B2.1. Handlugte. 63 stoffer identificeret fra hdndlugte fra 60 personer, 30 maend og 30 kvinder.
Malemetode: solid phase micro extraction” (SPME)-GC/MS. (Curran et al., 2007)



Compounds Wintar Spring Toral detection Percentage dismribubdon®

Alkenes
1,3.5, T-Cyclooctens 1 I 2.56
Alpha-pinene g 3 11 28.21
Camphene 1 I 2.5
p-linonens 3 3 .64
3-Doderens 1 1 2.56
Carvophyllens 5 1 ] 15.38
Pentadecens 2 2 513
Hexadecens 1 I 2.56
Alkanes
Undscans 1 1 2.58
Dipdecans 2 ] 5338
2-Methyl dodecana 1 1 2.58
Tridecane & 3 4 23.08
Tewadecans o 1 e 48.712
Penradecans 10 11 21 53.85
Cyclopentadecane 1 1 2.56
Hezadecans 20 2 X2 5641
2-Methyl hexadecans 5 1 ] 15.38
Eicosans 20 17 37 b7
Alcohols
2-Erhy! hexanal 18 B 8 66.67
5-hethyl-2-tsopropy] cyclobaxanal 21 1 22 5641
Benyl alcobol 17 4 21 33.83
Pheylethyl alcobol 1 3 4 10.26
3.7-Dimetlyl-G-octanc] & ] 15.38
3,7-Dimetlyl-2 §-octandiol 1 1 256
Cedrol 18 17 33 29.74
Aldebvdes
Benzaldehyde 21 15 ig 0231
Ocranal 3 2 5 12.82
Novanal s 4 13 3333
Drecanal 12 2 21 53.83
Lilial 1 1 2,56
Esters
Methyl salicylare X2 X2 5641
Izobomyl propionats 11 5 16 41.03
Mizcallaneous
Acetopbenons 4 4 10.24
Temwamethyl thipures 14 14 35.00
Diiphenyl atler 16 10 26 66.67

Tabel B2.2. Identificerede lugtstoffer fra den menneskelige underarm. Metode: ’Headspace” SPME
GC/MS. Totalt blev der foretaget 39 pravetagningsrunder fra 15 personer. Tabellen angiver
arstidsvariation i forekomsten af stofferne. (Zhang et al., 2005)



Compound [ by fanctional group) h1 M2 W3 M Fi F2 I3 T4

Abdehydes

2-Furancarboscal dehyde X X X X X X x
{ E1-2-Monenal® ™ X X X X
Renzaldehyde ! X X X

Daegapg) ot X X X X SN
Hexgnul® oo P

Heptama ™o 04 X X
Monana) ™oL X N X X X X X
Oetapal™ hiteh x X

“Tetradecanal X X X X
Undecanal*" X X X X
Carboxylic acids

Deidocanoe acid>4o% X

Tetradecanoic zcid™ X

Ketones

0, 1 Dineethyl-5 O Undecadien-2-one'™ X x X X X 4 X
fi-Methyl-5-hepten-2 -onet~4o X X X X
Alcohols

Z-Furanmethano!” * X X X x b
Bemeyl Aloohot™ X

Phenol™* x X X bt X X X X
Aliphaticfaromaric

i-Pinene’ X X
Dodeeanc™ X X x X x X
Hieptadecmne ™ X b X X X
Hexadecane™® b o X X X
Maphthalene” X b4 X
Monane"*! X X
Monane, |-chlopo-"* X

Tetradecane™® M X X X X = X X
Toluene™ ™ X X 2 X
Tridecane X X x X X
Undecane™ " X X X
Listers

T-Hexadevenoie aeish methyl cster™ X X X X *
Avedic acwd-phenyimethyl csrer X

Cyelopentanetridecanoic acid-methy] ester X

Diecanaic acid methyl ester X X x X X bt
Dodecanme acid, 10-methyl-, methyl cster X X X s X
Dadecinoic acid-methy] ester X X x bt ! he X X
|:llr:ll'||.":|r|'|-.‘.-k_1_-."|i\; aad |1'|g:||1}"| esley 2 by x
Hexadecanoie aeid -methyl ester” X X X X X X X
Hexaneduwic acid-dimethyl cster” X X X X

Hexanmic acid-methyl ester X X X X

Tabel B2.3. Almindeligt forekommende stoffer i sved fra armhulen, malt hos 4 meend (M1-4) og 4 kvinder
(F1-4). Malemetode: "solid phase micro extraction” (SPME)-GC/MS. (Curran et al., 2005a)



Compound { by functional groupy M M M3 hdd Fl E3 4

Methyl Y-methyltetrdecanoae X X X X
Monanoic acid-methyl ester” X X X x X X X
Cretwneic acid methyl eseer X X X K x X X X
Pentadecanoit acid-methyl ester X X X

Prapancdioic actd—dimethyl ester x X

Tetradecanvic acid methyl cster X X x X X x X X
Tridecaroie acid-methy] ester” X X x X x X
Unialezimeoie aciil :!h:l]:f.-] cater X X X X
Amines!aomides

Pyriding” X X

“Component of residual armpit odor ( Munk ot al_, 2000},
"Component of human body odor | Haze o al., 2001).
"l."fnmpmu:ur of human odor (Currzn et al., 20057,
“Component in human skin emanation {Bemier et al., 20040},
" Component of skin ermnations [ Bermer ot al., 20025,
“Waolatile component of blood (Deng ot al., 2004).
“yolatile component of the skin (Ostrovskaya et al., 2002},
"Component of skin emanations [ Bemier el al, 1999)
'Component of fnperprint residie {Asino el al, 2002)
Component of human breath { Philips, 1997},
 Component of human breatl ( Philips et al,, 19949),
'Componient of armpit edor (Zeng of 2l 1991,

" Component of armpit edor (Zeng el al, 199¢)
"Component of fingerprint residue {Ramotowski, 20017,

Tabel B2.3 (fortsat). Almindeligt forekommende stoffer i sved fra armhulen, malt hos 4 mand (M1-4) og 4
kvinder (F1-4). Malemetode: “’solid phase micro extraction” (SPME)-GC/MS. (Curran et al., 2005a)
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Figure 1. Reconstructed ion chromatograms of (a) NCI and () PCI FRINICI, and (c) PCI from PPINICI analyses of thermally desorbed

from PPINCI analysis of thermally desorbed and cryofocused volatiles
from five glass beads handled by a human subject. Separation by
GC was effected by a 20 m » 0.25 mm i.d. (ds= 0.25 um) Carbowax
column. Compounds noted by peak numbers: (1) hexamethylcyclo-
trisiloxane, (2) octamethylcyclotrisiloxane, (3) lactic acid, (4) decanoic

and cryofocused volatiles from five glass beads handled by the same
human subject. Separation by GC was effected by a 256 m x 0.20
mm i.d. HPS fused-silica open tubular column (g¢ = 0.33 um).
Compounds noted by peak numbers: (1) lactic acid, (2) decanoic

acid, (5) dodecanoic acid, (6) tetradecanoic acid, (7) pentadecanoic acid, (3) decamethylcyclopentasiloxane, (4) dodecanoic acid, (5)
acid, (8) hexadecanoic acid, (9) hexadecenoic acid, (10) methyl tetradecanoic acid, (6) pentadecanoic acid, (7) hexadscenaic acid,
hexadecanoate, (11) heptadecanoic acid, (12) heptadecenoic acid, (8) hexadecanoic acid, (9) octadecanoic acid, and (10) mono(2-
and (13) octadecanoic acid. ethylhexyl)hexanadioic acid.
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Figure 3. Reconstructed ion chromategram of an El analysis of
thermally desorbed and cryofocused volatiles from five glass beads
handled by the same human subject, examined in the previous
figures. Separation by GC was effected by a 25 m » 0.20 mm i.d.
HP—FFAP fused-silica open tubular column (g = 0.33 gm). Com-
pounds noted by peak numbers: (1) 1,1-diflucroethane, (2) hexa-
methyleyclotrisiloxane, {(3) octamethylcyclotrisiloxane, (4) lactic acid,
(5) glycerol, (6) dodecanocic acid, (7) tetradecancic acid, {(8) penfa-
decanoic acid, (2) hexadecanoic acid, (10) hexadecencic acid, {11)
octadecancic acid, (12) octadecenoic acid, and (13) octadecadienoic
acid.

Figur B2.1. Analyse af lugtstoffer fra den menneskelige hand afsat pa glasperler i forbindelse med
forskning i, hvilke stoffer, der tiltreekker myggen (Aedes aegypti), der spreder gul feber. (Bernier, 1999)
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Tabel B2.4. Lugten af et fingeraftryk. Resultater fra GC/MS analyse af lugtspor afsat pa glasperler af 4
forskellige mand. (Bernier et al., 2000)
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ibentified identified
compeud peak nod  notes” M copnd peak not nobest MY
Aliphatics/ Aromaties (Continued)
Benireng 20 51,235 78 cihylbenzenc 7h k] 105
1oduenc al 51536 92 propylbenzens 104 {17 120
SEYTIAM: & 5238 M A4 dimethyl-E,E-bipheny] bt A 152
1 A-gdinetby Ebenzeme T C.l235 i
Amides Aminess Related
propanamie 128 - T4 AEmethyl Afaitroso- 1 dodecanaming 273 A 228
W diethyl- F-methybensunide (DEEL AL 1 AL Ndimethy] bdodecianasninee 183 s
N MebisZ by drosyetbyl dodecanamice 185 AE 287 ALMdimethyl-1-tridecinamine (1] et
NV elidodecy formisnids 285 ] 381 A Ndimethyl-1eradecanaming 216 21
1.3 buganediamine 22 [E] g1 NAdimethyl-L-pontadecanamine 234 253
Mncdimethyt L2 ethanediantine 5 DE 116 A ndimethyl L hexadecanamin 21 26
Neethyleyelopentamine 218 A 13 AL Adimecyl-hepledecanaming 2z 2B
A Mdimethyl 3 hutoryprogylamioe 16T A 159 W Adimethyl Loctadecanamine 262 bl
AL A etinvetbiyl-3 benzylokyprogylamine 170 It 183
Esters
5 A 128 tetracmanoic scid, methyl cster 208 AB Bz
3 ABZ 102 pentanedioi scid, ester FAE] 11 =1
181 172 pentanedicic ackd; mono2ethylhexylh esier 276 < 244
207 -"; 228 hesanedioic acid, ester 2R DE =16}
13 methylpentadecanok: acid, methyl ester 35 C 0 hexancdioic ackd, ester branched 283 C.ILE =160
14 methyisentadecanoic ackd. methyl ester 247 C a0 lexanediois ackd, monof2 ety etk ester R0 C kit
iethy Eexadecanolc acid. methyl ester 251 c zid  hexanediots acid, soiyl ester 2EH B 258
heptadecanos acd methyl ester 257 & 2584 heplanedicic acd, dibuty] ester 294 1Y ard
peiadecenoit scid. metinyl ester 261 [ 6 Dydrosybutanoie awid, ethd esies a2 n 128
hexadecanoic acid, metid ester Hhh 270 Fhydroxyleneoie acid, methyl ester LiE C 152
15-meathylheptadecanoic acd. methyl ester 266 C g Ahydrosybensedc ackd, propyl ester 2 B LHO
octadecanoic acid, methy| ester i1 B 245 Phydrosybeneole acld, phenytmethyl ester 242 B 24
hexadecandlc acid, buryl ester 27 12 2 A dihypdrony-3.G-dimethyherzole acid, Fat AE 154
octadicannic acid. phenyl ester 203 A6l metlyl ester
tetradecanoic acld. undecy] ester 2HE AR 382
Hulides Related
mathyl fodide 4 G 12 Lchlorehexsbecane 241 H 260
t-chiorohexane T6 1 120 1 G-dichlome ] Soycinocadiens 1641 ERY) 17h
t-chioroheptine 103 134 benzylehlboride 118 56 126
Lehlorenenane 125 162 Fchlorobemreasamine 14% [ 127
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A-pyridinpmine Gl 94 Lethylplporine i G 114
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Tabel B2.4. (fortsat). Lugten af et fingeraftryk. Resultater fra GC/MS 3
. . analyse af lugt
glasperler af 4 forskellige mand. (Bernier et al., 2000) ’ gtspor afsat ps
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Table 1 (Continued)

identilicd dentilied
el poak o paolest AR cuanpiaand peak ot potes! M2
T|1|l'l."l'JJineslur.%fﬁulrun}lls
thimetlane 1 25,6 48 o (@ botenylthbel phenol 231 B &0
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J-methyithictane Gi A 8 L1%sullgnytbis [4-chlorobenzene| 27 B.C 256
S-froethylifie}-1, 2 propanediol 164 8] 122
Upias e lated
urea 25 b Gk thiourea fid @ 1
mclydurei i1 B M N danethyithioures Ll I
Miseellaneons
Lisacyamlod methylbenrene 152 B 133 LR rimehoxypropans 15k A 134
L3 dimethoxybistane 126 AE HE  Labenrenedicarboniirike 118 A L2E
Compounds Present in Background/ Blank Analyses
ngthyl chiloride 1 ] 50 Bisopropoxyd, |, LT heximeid-3.5.5- 182 576
tetrachloroethene i 15 [64 tels(irimethyisilosy) tetrasiloxsne
I 1-difluormethane 3 5 86 24bis( -dimethylethyl) phenod el CLY 208
Mizzroust brae: z 6 25-bis(l i dimethylethyl phenol 8 206
L 12 trichdong- 1.2 24 thanroethene B 167 ZA-bis(L l-methylpropyl)plenol L 206
Isilieyelo 3 pentens k3 Bl 4.5l ) ehimerhylerhyd) 2 methyiphenol 15l ] 0
i Es:| B LZbenzenedicarboxylic acid, disthyl ester ) 2010 5 a2
i 5 LEberpenedicarhoxylic avid, butylpheiydmethy! ester 27T ik
B 222 | enzenedicarboxylic weid, difeptyl oster 219 blivd
ectanietykoycktetrasdiowmne =2 296 L2-benzenedicarboxytic acid, diisoeciyd ester 281 a0
decamethyloyciopentesioane 17 370 Labenzenedicarboxyblc acid, bis (Zeibylbesyl ester) 281 Jan
dotecameihyicycloheyasiloxane 159 441 12 -berzenedicarbosybe acid, diissnonyl ester 260 A 418
tetradicarmel by hexasiins 187 458 12 beisenedicarboylic acid, wndetermined esier 264 DE ~415
hexadecameihyloye iohepussiltonne 222 532

* Pratk numbers e assignid only to peaks identlfled wholly or partially and represent the elution order on an HPS columrn, * Listed with each
Lompaund is the cormespanding relative molecular mass (44), 7 Explanation of notes: (5) Conlirmed by comparison of retention tme and/or nisss
spectrim (o that of the standard, (A} Identity of the compound §s guestionable. althaugh the most reasonable identity is fisted, The EI lbriry
search purity salue is low (less than 7600 either from the absence of characieristic masses in the sample mass spectrum or (he gresesce of
addilitional masses in the sample sIlJJnnrum compared with the lbrary spectrim, (B} The M, of this compound & known froe analysis. The
actual structure ﬁl\'en 5 questionible due 1o dillerences in fragmentation pattern of the library mass spectrum compared with the sample mass
spectrum, (O] The structure & knoewn tn a reasorable degree of certainty. Unceriainty exists in the location of i substituied Fuscsonal group
and/or in the double-hond location. (D) The class or base seructure of Shis compound 5 characterized by a specific Bl fragmentation pateern
The information from ) may not be available to assist in determining the sdentity of this compourd, (1) '?'fu: M from CI amalysis for this com
pound s (iuesu'umble. (L) Regarted previously in breath,® (2] Reporied previcwsly as a volatle hugtan ellent.® (3] Reported previously as 3
wolatile in human Blood 1 (4) Repored previously as a componen) of ﬁll;grprim residuc:®! (5) Reponed previously as a valatlle human cdor. (5)
Rnpllrtudrrﬁ_'vhmsl_'f' as a velatile human oder or present in effluent.™ = % Compound reperted previously s a different isomer of the Tisted
compnunid,

Tabel B2.4 (fortsat.). Lugten af et fingeraftryk. Resultater fra GC/MS analyse af lugtspor afsat pa
glasperler af 4 forskellige mand. (Bernier et al., 2000)
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Disease

Characteristic body odour

Diabetic ketogis
Gioal

Typhoid
Diiphtheria
Smallpox
Scurvy

Serofula

Yellow fever
Schizophrenia
Prhemylketonyria

Breath and sweat has the fruity aroma of decomposing apples
Characteristic sweat odour

Body smell of freshly baked brown bread

Sweetish odour

“The stench of smallpox 15 well known™

Sweat has a putrid odour

Aosmell like that of stale beer

An odour which resembles that of a butcher shop

Pungent body odour due to increased amounts of trans-3-methyl-2-hexancic acid in the sweat

A musty odour, resembling stale, sweaty locker room towels

Defective metabolism of Smell of maplc syrup or caramelized sugar in sweat and wrine {Maple syrup erine discase)
aming acids {valine,
leucine and isoleucine)

Ieability 1o metabolize
methioning

Hyperaminoaciduria

Inability to metabolize
butyric and hexanoic acids

Odour of boiled cabbage in breath, sweat and urine

Smell of dried malt or hops (Oast house syndrome)
The cdour of the sweaty feet syndrome

From Liddell {1976).

Tabel B3.2. Karakteristiske kropslugte relateret til sygdom. (Brown, 1995)

Diseass Possible volatile breath metabolite

Phenylketonuria phenylpyruvic acid, phenyllactic
acid, phenylacetic acid

Histidinemia 2-imidazolepyruvic acid,
2-imidazoleacetic acid,
2-imidazolelactic acid

Cystinuria cadaverine, piperidine,
putrescine, pyrrolidine

Tyrosinemia p-hydroxyphenylpyruvic acid

Maple syrup 2-oxoisocaproic acid

urine disease

Tabel B3.3. Flygtige andedrets metabolitter i udvalgte medfgdte stofskiftesygdomme. (Manolis, 1983)

Psykiske sygdomme

Der findes flere beretninger om, at sindssyge og i seerdeleshed skizofrene skulle have en
serlig lugt: “there is an odour perculiar to the insane, which is not met with in ordinary
hospitals for the sick, however dirty they may be.” (Smith, 1960). Denne lugt er blevet
beskrevet som: tung, ubehagelig og stikkende, endog ”stinkdyrs-agtig” (Smith, 1960)

C.K. Parkinson beretter, at leegerne pa et sindssygehospital i Darlinglinghurst, Australien,
brugte lugten til at diagnosticerede patienter, hvor man var i tvivl om, hvor vidt de var
sindssyge. Hertil benyttede man et serligt rengjort rum, hvor patienterne tog ophold. Denne
praksis blev anvendt i 1920’erne, og muligvis tidligere. (Parkinson, 1969)
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Senere er den skizofreni lugt faktor blevet identificeret. I sved har den kemiske betegnelse:
"trans-3-methyl-2-hexenoic acid” (TMHA)' (Krisher og Pfeiffer; 1973, Grant, 1973 og
Brown, 1995), og i urin: "Mauve factor” eller: 2,4 dimethyl-3-ethyl pyrrole”, ogsé kaldet
“kryptopyrrole” (KP). KP skulle have en beroligende virkning pd kaninhjerner (Krischer og
Pfeiffer, 1973).

Der er lavet undersagelser af, hvor gode henholdsvis rotter og mennesker er til at genkende
lugten af skizofreni. Rotter 1 Y-labyrint: 70 % korrekte lugtidentifikation med en standard
afvigelse (SD) pa 0,046 og med signifikans niveau pa 0.0001. Det menneskelige lugtpanel var
ogsé bedre til at identificere lugten, end forventet ved ren tilfaeldighed. Med hensyn til
forekomst af lugten, er den blevet fundet i 69 % af 85 skizofrene patienter, og 43 % af 99
patienter med organiske sindssygdomme. (Smith, 1960)

Forgiftninger

Evnen til at stille en forelobig diagnose pa baggrund af lugt kan vere neadvendig, f.eks. hvis
det skal vurderes pa en skadestue, om et barn har drukket organiske oplesningsmidler. Andre
former for forgiftninger med karakteristisk lugt er arsenikforgiftning, der lugter af hvidleg
(Gibbons 1986) og cyanidforgiftning, der lugter af mandel. (Manolis, 1983 og Smith et al.,
1982)

Derudover er der karakteristiske lugte knyttet til brug af rusmidler, f.eks.: alkohol, tobak og
hash. (Smith et al., 1982)

! Frederick W. Grant kritiserer syntesevejen for at indeholde nogle meget ustabile mellemprodukter, hvorfor han
ikke vurderer at den er realistisk.
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Bilag 4
Hundens lugtesans

Anatomiske illustrationer

Anatomiske illustrationer af hundens nase, der viser placeringen af Lugtepitlet 1 overste del af
nasehulen (Figur B4.3) og ”Jakobsens organ” (’det vomeronasale organ” (VNO)) (Figur
B4.1 og B4.3), samt mikroskopisk atbildning af VNO (figur B4.4).

Naesekirtler

Neesechulen

daoobsens

”a%_

Knogiepassager Hiernen
slimhinde o Kramet
duftceller

Figur B4.1. Tveersnit af hundens nase. (Knudsen og Ingerslev, 2005)

15



Ethmoidal n. fFrontal bone
1 r

Vomeronasal nerves _-Mutosa of ethmoturbinotes
i

Nasal bone |

MNasal mucosa, 1h

Ext nasal n i t
Dorzal parietaly 1
nasal cartilage :

~~Ethmoidal n.

Cribriform plate of ethmoid
- ~bong with cut ends of
offacfory nm., I

~-=Presphenoid
= Olfacrorrj hrg I
= -Vomer

s~ ~Nasal pharynx

v g
X i \Br. of caudol nosol n
1 LPalating bone
1
Maxilia) vSeptol br of coudal nasal n,

i
Nasopolotine duct:
Vomeronosal organ

AR

[
!
b
1
i

i
1
1
b
1
1
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septum for at vise distributionen af nerver pé skilleveeggens slimhinde(Miller et al., 1965)
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Figur B4.3. Lodret snit gennem hudens nase med fjernelse af septum, afslgrende endoturbinater I-V.
(Modificeret fra Miller et al., 1965 og Vibeke Danzer, personlig kommunikation)
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Figur B4.4. Hundens "vomeronasale” kanal. Det laterale epithelium (A) indeholder celler med og uden
cillier, mens det mediale epithelium (B) indeholder neurosensoriske og sustentaculare epithialceller.

(Eurell og Frappier, 2006)
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Bilag 6
Biomarkerer for cancer

Styrene (ethenylbenzena)
Heptane, 2,2.4,6,6-pentamethyl
Heptane, 2-methyl

Decane

Benzene, propyl-

Undecane

Cyclopentane, methyl-
Cyclopropane, 1-methyl-2-pentyl-
Methane, trichlorofluoro-
Benzene

Benzene, 1,2 4-trimethyl-
1.3-butadiene, 2-methyl- {isoprene)
Cetane, 3-methyl-

T-hexene

MNonane, 3-methyl-

1-heptene

Benzene, 1,4-dimethyl

Heptane, 2,4-dimethyl

Hexanal

Cyclohexane

Benzens, 1-methylethenyl-
Hepatanal

Tabel B6.1. ”Kemiske fingeraftryk” af lungekraft. 22 “volatile organic compounds” (VOC), der adskiller
sig i koncentration mellem lungekreaeftpatienter og raske mennesker. VOC med de mest betydningsfulde
forskelle i koncentration er anfgrt gverst pa listen. 15 af de 22 stoffer er alkaner eller alkane derivater, der
kan relateres til LPO og aktiviteten af cytochrom P450. Alkaner/derivater + 6 andre identiske med
O’Neill: isoprene, benzene og 4 benzene derivater. (Phillips et al., 1999)

Chemical names of V(s Mean retention time + 0.020, min k = Concentrationipeak area Breath diagnosis cutoff (gimL) (peak area = 200)
Styrene 1.0 7567 15032+ 107"
Decane 7.740 26580107 5a08m107"
Isoprene 1.290) T 2 a0
Benzene 1748 25607197 ERE
Undecane 10560 L1~ 27
1-hexens 145 L3147 262801071
Hexanal 2840 L™ 2rre
Propyl berzene 5964 59540107 11908107
12 4-timethyl benzene 6,985 Llgr1p ™ 2294+107"
Heptanal 45615 2591079 s88 107"
Methyl cyclopentane 1652 aep™ 172647107

VOU indicates walatde anganic compaund.

Tabel B6.2. Udvalgte markgrer for lungekraeft med angivelse af malte koncentrationer i udandingsluft.
(Chen et al., 2007)

19



Breath VOC CAS# NIST #
I Isopropy] alcohol 67-63-0 229015
2 4-Penten-2-ol 625-31-0 235505
3 Ethane, 1,1,2-trichloro-1,2,2-trifluoro- Th-13-1 233813
4 Propane, 2-methoxy-2-methyl- 1634-04-4 229277
5 1-Propene. 1-(methylthio)-, (E)- 42848-06-6 26402
f 2.3-Hexanedione IR48-24-6 291460
7] 5. 5-Dimethyl-1,3-hexadicne 1515-79-3 113453
] 3-Hexanone, 2-methyl- TA9-12-6 231728
9 1H-Indene, 2.3-dihydro-4-methyl- 824-22-6 2961
10 Campher 21368-68-3 73611
11 Bicyclo[2.2.1 Jhepran-2-one, 1,7,7-rimethyl-(15)- 464-48.2 114690
12 3-Cyelohexene-1-methanol, &ad-wrimethyl- 08-55-5 231634
13 p-menth-1-en-§-ol NIA 151524
14 S-lsopropenyl-2-methy]-T-oxabicyclo[4.1.0Theptan-2-ol NA 185009
15 a Isomethy] jonone 127-51-5 196736
16 2.2,7.7-Tetramethyltricyclo[6.2. LO{1,6)jundec-4-en-3-one NIA 1859499
17 2.2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol diisobutyrate 6846-50-0 151177
18 Benzoie acid, 4-ethoxy-, ethyl ester 23676-09-7 107721
19 Bicyelo[3.2.2]nonane-1,5-dicarboxylic acid, 3-ethyl ester 24238-73-1 269408
20 Pentancic acid, 2.2.4-trimethyl-3-carboxyisopropyl, isobutyl ester NIA 1407735
21 Propanoic acid, 2-methyl-, 1-{1,1-dimethylethyl}-2-methyl-1 3-propanediy] ester T4381-40-1 50556
22 1.2,4.5-Tetroxane, 3 3.6.6-tetraphenyl- 1620<4-36-7 11836
23 Benzophenone 119-61-9 118652
24 2.5-Cyclohexadien-1-one, 2 6-his(1, 1-dimethylethyl)-4-ethylidene- 6738-27-8 215417
25 Furan, 2-[(2-ethoxy-3 d-dimethyl-2-cyelohexen- | -vlidene)methyl]- 55162-49.7 47619
26 Benzene, 1,1-{1 2-cyclobutanediyijbis-, cis- T694-30-5 62815
] Benzene, 1,1-[1-(ethylthio)propylidene]bis- 53600.-80-2 145072
28 Anthracene, 123 d-teteahydro-9-propyl- 101 580-33-0 155542
29 9.10-Anthracenediol, 2-ethyl- 830-73-6 153923
30 Benzene, 1.1-ethylidenchis[4-cthyl- 10224-91-6 11431

Tabel B6.3. 30 markgrer for lungekreft udvalgt ved “weighted digital analysis” (WDA). (Phillips et al.,

2008)
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Typer af detektorhunde

Abalone (endangered mollusk poaching) detector dog
Agricultural product {importation) detector dog
Arson (accelerant) detector dog

Brown tree snake (pest species) detector dog
Airportrunway detector dog

Cadaver (human remains) detector dog
Chemical weapon detector dog

Citrus canker detector dog

Concealed person detector dog

Currency detector dog

Drug (narcotic) detector dog

Explosives (bomhb) detector dog

Gas leak detector dog

Gold ore detector dog

Cun/ammumition detector dog

GYPSY moth larvae detector dog

Land mine trip wire detector dog

Melanoma detector dog

Miszing person detector dog

Eotten power pole detector dog

Scent line-up detector dog

Screw worm detector dog

Seal detector dog

Search and rescue (warm blocd) detector dag
Syringe needle (dried blood) detector dog
Termite detector dog

Tracking {flecing suspect) detector dog
Truffles detector dog

Water search detector dog

Wildlife detector dog

Bilag 8

Tabel B8.1. Detektorhunde: Hundes lugtesans kan komme mennesket til gavn inden for mange forskellige

omrader. (Lorenzo et al., 2003)
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Bilag 9
Hunde der kan lugte kraeft hos
mennesker

Jeg er ved at skrive et speciale, der bl.a. kommer til at omhandle hundes evne til at kunne
lugte kreeft. I 1989 bragte det anerkendte medicinske tidsskrift "The Lancet" en artiklel om en
"border collie"X"doberman" teve, der havde udvist meget vedholdende interesse for et
pigmenteret merke pa laret af en 44 arig kvinde. Hunden snusede til market minutter om
dagen, og til sidst forsegte hunden at bide i merket gennem bukserne. Hundes adferd fik
kvinden til at ga til l&egen, hun fik konstateret hudkraft (Melanoma). Hunden har herved

formentlig reddet kvindens liv.

Efterfolgende er der fremkommet flere "anekdotiske beviser" for at hunde har "opsporet
kraeft" i mennesker, og dermed medvirket til tidlig diagnosticering. Denne evne er endvidere

blevet bekraftet ved flere videnskabelige undersogelser, skont der stadig er en del usikkerhed

omkring metoden.

Citat fra artiklen 1 The Lancet: "Sniffer dogs in the Melanoma Clinic": *vi er endnu

ikke gaet videre med en afprevning af ”sniffer hunde” pé vores melanoma klinik, men associeret brug af dyr med
hejt udviklede sensoriske evner inden for cancer diagnose, er veerd at overveje — og er uendelig meget bedre end

at bruge hunde til at studere tobaks-carcinogenesis.” (Williams og Pembroke 1989)
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Hvis nogen af leeserne selv har haft, eller kender til lignende oplevelser, hvor hunde har
markeret over for kreft, eller anden sygdom, vil jeg selvfolgelig vaere meget interesseret. Der
har ogsd varet et program om hundes evne til at lugte sig frem til kraeft i fjernsynet, men jeg

husker ikke hvad programmet hed, eller hvornér det blev sendt?

Litteratur

Williams, Hywel og Andres Pembroke: Sniffer dogs in the melanoma clinic? The Lancet.

1989. 8640. 734-734.

Links

http://en.wikipedia.org/wiki/Canine cancer detection;

http://www.k9magazine.com/viewarticle.php?sid=15&aid=1256&vid=0&npage=;

http://news.nationalgeographic.com/news/2004/08/0820 040820 _detectordogs.html;

http:/www.nytimes.com/2006/01/17/health/17dog.html? r=2&oref=slogin&oref=slogin;

http://www.wchstv.com/newsroom/healthyforlife/2120.shtml;

http://www.dailymail.co.uk/pages/live/articles/health/healthmain.html?in article id=344596
&in_page id=1774

YouTube videoer med *"detector-hunde™ og terapihunde

Narkohund (Traning): http://www.youtube.com/watch?v=hMg31DgIBnA; Detektorhund

(Traening): http://www.youtube.com/watch?v=WwhCgHzGI9E, Hund finder skadedyr og

skimmelsvamp: http://www.youtube.com/watch?v=_0W9rmBBIIM; Hund finder termitter:
http://www.youtube.com/watch?v=WMZZkfQR3Kg

Hund hj@lper bern med cancer (Terapihunde/Service

hunde):http://www.youtube.com/watch?v=y0-tt5GxIr8;

http:// www.youtube.com/watch?v=Vis4oMMHunY;
http://www.youtube.com/watch?v=BMhA guzWZjk;
http://www.youtube.com/watch?v=TSgEcIOmojo;

http://www.youtube.com/watch?v=hslg5¢QB1Co

Kilde: http://www.ebblog.dk/2942/perma/32582/
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http://news.nationalgeographic.com/news/2004/08/0820_040820_detectordogs.html
http://www.nytimes.com/2006/01/17/health/17dog.html?_r=2&oref=slogin&oref=slogin
http://www.wchstv.com/newsroom/healthyforlife/2120.shtml
http://www.dailymail.co.uk/pages/live/articles/health/healthmain.html?in_article_id=344596&in_page_id=1774
http://www.dailymail.co.uk/pages/live/articles/health/healthmain.html?in_article_id=344596&in_page_id=1774
http://www.youtube.com/watch?v=hMg3lDgIBnA
http://www.youtube.com/watch?v=WwhCqHzGl9E
http://www.youtube.com/watch?v=_0W9rmBBllM
http://www.youtube.com/watch?v=WMZZkfQR3Kg
http://www.youtube.com/watch?v=y0-tt5GxIr8
http://www.youtube.com/watch?v=Vjs4oMMHunY
http://www.youtube.com/watch?v=BMhAguzWZjk
http://www.youtube.com/watch?v=TSgEcIOmojo
http://www.youtube.com/watch?v=hsIg5eQB1Co
http://www.ebblog.dk/2942/perma/32582/

Bilag 10
Rotter finder landminer

Skrevet af walcan 19 november 2007, klokken 06:36

I forleengelse af mit forige indleeg om hunde, der kan lugte cancer hos menneske,fik jeg et tip
om dyr, kan hjelpe menneskeheden pa en anden made. Rotter har i lighed med hunde en
meget veludviklet lugtesans, og kan treenes til at assistere minerydning ved at lugte sig frem

til landminer.

Se videoer om rotter, der er trenet til minerydning:

http://www.dr.dk/NETTV/Update/2007/11/16/171315.htm

http://www.infocast.dk/berlingske/mediamaker.php?id=2258&offset=&category=ALL &g=&
#

Kilde: http://www.ebblog.dk/2942/perma/32715/
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Bilag 11

Rotter opsnuser tuberkulose-smitte
Skrevet af walcan 24 januar 2008, klokken 18:46

-L‘

I géar aftes kunne man pd DR-tv se et indslag om, hvordan afrikanske kemperotter

(Cricetomys gambianus), er blevet treenet til at opsnuse tuberkulose i Tanzania. Rotterne kan
efter 6-8 méneders treening detektere tuberkulose 1 spytprover fra patienter. Tuberkulose
markeres ved at rotten bider eller kradser mod preven. Rottens belenning: en peanut.
Tidligere har der i denne blog vaeret et indleeg om hvordan keemperotter pa tilsvarende made

kan traenes til at opspore landminer: http://www.ebblog.dk/2942/perma/32715/

Links

DR Update (23.01.2008; 20:40):
http://www.dr.dk/NETTV/Update/2008/01/23/20080123203444.htm

Rats help sniff out TB: http://news.bbc.co.uk/1/hi/health/3486559.stm

Giant rats to sniff out tuberculosis: http://www.newscientist.com/article/dn4488-giant-rats-to-

sniff-out-tuberculosis.html

Kilde: http://www.ebblog.dk/2942/perma/37603/
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