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INNLEDNING

Nér levende organismer pévirkes av fremmedstoffer medferer dette oftest endringer i
ekspresjon av gener i ett eller flere av organismens organer. Det kan vere at gener som
kontroller cellesyklus enten aktiveres eller inaktiveres. Gener som er implisert i cellulere
stressreaksjoner kan bli aktivert. Dessuten kan gener som koder for bestemte enzymer fa
endret sin ekspresjon. Derfor kan méaling av genekspresjon vere et nyttig verktoy for bide &
pavise eksponering for fremmedstoffer, og for a4 kunne angi mulige konsekvenser av
fremmedstoffeksponering. I denne sammenhengen har vi sett pa effekten av eksponering
for en flammehemmer, nemlig hexabromocyclododecan (HBCD).

Vi har sett pA HBCD's pavirkning pa genekspresjon hos mus. Genene undersekt var c-myc
og cyp, med L27 som kontrollgen.

TEORI
Bromerte flammehemmere(BFH)

Flammehemmere kan deles inn i tre hovedgrupper:

1. halogenerte hydrokarboner ( inkl. BFH)

2. organiske fosforforbindelser

3. uorganiske produkter
Bromerte flammehemmere har i den senere tid blitt omtalt som nye miljogifter i media.
Bromerte flammehemmere er betegnelsen for en gruppe bromerte organiske stoffer med
hemmende effekt pd flammer i organisk materiale. De brukes i elektriske og elektroniske
produkter, tekstiler og plast i transportmidler, byggematerialer, maling og fugemidler. Den
totale mengden BFH som brukes i produkter i Norge er anslatt til & veere mellom 300-600
tonn pr. ar. Mange BFH har uenskede helse og miljevirkninger. Fordi de er stabile skjer det
en spredning 1 miljeet og en oppkonsentrering i neringskjeden. Det finnes ca. 70 ulike BFH
pa markedet.
De forste BFH som ble introdusert var polybromerte bifenyler (PBB), men etter en ulykke 1
Michigan i 1974 hvor kuer og kyllinger ble forgiftet av forurenset for, ble disse forbudt
brukt og erstattet av polybromerte difenyletere(PBDE) som er blitt den mest anvendte
gruppen av BFH.
Bromerte flammehemmere er kronisk giftige, skader nyrer, lever og immunsystemet.
Stoffene penta-, okta og deka- BromDifenyl- Eter (-BDE), tetrabrombisphenol (TBB),
hexabromcyclododekan (HBCD) utgjer den sterste andelen bromerte flammehemmere.
HBCD brukes i tekstilproduksjon. Forskerne er ikke enige om hvor skadelig dette stoffet er,
men man har mistanke om at det er kreftfremkallende. HBCD har man bla. funnet fritt i
elver i Sverige og Danmark. De siste arenes forskning har vist at BFH er spredt i miljoet
over store deler av verden, ogsa i sedimenter og fisk fra Norge. Dette forer til at vi
mennesker eksponeres for BFH, og bla. er mange av stoffene blitt pavist i bade blodprever
og i morsmelk. Det er viktig & fortsette overvakingen av BFH i miljeet og mennesker. I
Sverige og Danmark har myndighetene allerede gétt inn for & fase ut bruk av PBDE, og
PBB er pa SFTs liste over kjemikalier hvis bruk enskes vesentlig redusert innen 2010.



Genekspresjon

For & opprettholde homgostase er alle organismer avhengige av et kontrollsystem som
regulerer cellefunksjoner, f. eks proteinsyntese og proliferasjon. Reguleringen skjer pa
genniva, ved at gener slds av og pa, som folge av aktiverte transkripsjonsfaktorer. I vér
hverdag blir vi utsatt for tusenvis av ulike stoffer hvorav mange er potensielt skadelige pa
en el. annen mate. Mange slike stoffer opptrer som falske signalstoffer el. pd andre mater
forstyrrer celleaktivitet. Mange bioaktiveres under metabolismen, dvs. omdannes til giftige
forbindelser som igjen gjor skade pa mélorganer, el. bare generelt har en giftig virkning pa
vev.

Vi har 1 vart forsek sett pa ekspresjonen av c-myc og cyp genene relatert til ekspresjonen av
ribosomalt protein L27, hos forseksmus. I praksis vil det si at isolert RNA fra leverceller ble
brukt til & amplifisere c-myc, cyp og L27 vha. RT-PCR, og kjert i agarosegelelektroforese.
Deretter ble mengden av c-DNA kvantifisert i egen apparatur og resultatene mellom
behandlede mus og kontroll mus sammenliknet. L27 koder for protein 27 1 den lille
ribosomale underenheten og er et husholdningsgen. Det betyr at det er permanent og sterkt
uttrykt pa et stabilt niva. Derfor har vi sett pa forholdet mellom uttrykt c-myc og cyp mot
L27 innad i gruppene, behandlet og kontroll, og deretter sammenliknet forholdene mellom
gruppene. Ellers ville det bli for mye usikkerhet knyttet opp mot konsentrasjonene av RNA
1 provene for amplifiseringen.

Litt om genene vi har sett pa:

Cytochrom P450, eller CYP er biotransformasjonsenzymer som har stor betydning for
omdanningen av fremmedstoffer. For eksempel innen metabolisme av medisiner. Andre
oppgaver er metabolisme av kolesterol og steroider, samt vitamin D3 og steroid syntese. En
indikasjon pd hey CYP-enzym aktivitet kan ofte ses ved okt levervekst. CYP-enzymene er
viktige i detoksifisering av giftstoffer i leveren, men i tillegg skjer ogsé det motsatte, nemlig
bioaktivering. Et godt eksempel pé dette er bioaktiveringen av paracetamol av CYP2EI,
som omdanner dette til N-acetyl-benzokinonimin, en meget levertoksisk forbindelse.
Sammen med etanol som hindrer nedbryting av enzymet slik at nivaet blir hoyere er sarlig
ille ved at det oker risikoen for levernekrose. Bioaktivering av fremmedstoffer utfort av
CYP-enzymer kan ogsé gi okt sjanse for kreftutvikling ved at karsinogener dannes.
Eksempel pé dette er omdannelsen av benzo(a)pyren via CYP1A 1til ulike
epoksidforbindelser, hvorav noen er kraftige karsinogener,.

Aktiviteten og betydningen av CYP-enzymer inngar ogsé i en rekke andre enzymatiske
prosesser 1 en organisme, og mutasjoner i mange av CYP-genene kan gi alvorlige
metabolske forstyrrelser. Antall CYP-enzymer er veldig stort og funksjonene de utforer er
mange. Vi har sett pa genet for en felles bestanddel til alle disse, nemlig NADPH-reduktase
delen. Generell reaksjonen er som folger:

CYP + H' + NADPH — CYPH,+ NADP"

CYPH; + O, — aktivt oksygen

Fremmedstoff + aktivt oksygen — oksidasjonsprodukt + HoO + CYP




C-MYC, det andre genet vi var interessert i koder for det genregulatoriske proteinet c-myc
og aktiverer en rekke andre gener som til sammen forer til celledeling.

Kort fortalt aktiverer c-myc bade gener som fremmer celledeling, samtidig med at den
hemmer ekspresjon av gener som koder for inhibitoriske proteiner. Dette skjer bade direkte
og indirekte. Resultatet blir at cellene hvor dette skjer entrer S-fasen av cellesyklus.
Hyperaktivitet av c-myc vil 1 normale celler, ende med at cellen arresteres 1 cellesyklus el.
gjennomgér apoptose. Dette er takket vaere kontrollpunktene som bestemmer om cellen
tillates & ga inn 1 neste fase av celledelingen eller ikke. Men skulle det skje en mutasjon i
genene som koder for proteinene ansvarlig for dette oppsynet, da er muligheten for kreft
narliggende.
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METODER

PCR-polymerase chain reaction

PCR er en effektiv og automatisert méate & mangedoble et dobbeltradet DNA fragment.

Man bruker primere(oligonukleotider, kun fa titals bp lange), komplementere til en sekvens
nar fragmentet(templatet) man ensker & amplifisere. Primerne binder seg til 3’siden av den
onskede sekvensen pé hver sin enkelttrdd av DNA(etter denaturering av dobbelttrdden), og
fungerer som startpunkt for polymerasen. Polymerasen er enzymet som star for
ekstensjonen av enkeltrddene, dvs. legger til komplementare nukleotider langs trdden og
danner ny dobbelttrad. Polymerasen leser templatet i *3—5 retning, ekstensjonen gar i
'5—3" retning. DNAtradene skilles fra hverandre ved varmebehandling( 94°C) og avkjoeles
til et par grader under smeltepunktet til primerne som brukes(bestemmes av antall G=C i
primersekvensen, varierer fra 30°C-65 °C)

Det dannes mange kontakter mellom de enkelttradede templatene og primerne,
hydrogenband formes og brytes stadig. De mer stabile kontaktene mellom DNA og
primer(der hvor bindingen blir riktig), varer lenge nok til at polymerasen kan feste seg og
starte ekstensjonen av templatet, i nerver av frie ANTP i lgsningen. Etter at noen fa baser er
lagt til blir bindingen sépass sterk at den ikke lenger brytes. Preven varmes opp til 65°C-
75°C 1 2-5 min, den optimale arbeidstemperaturen til polymerasen. Primerne som ikke har
festet seg spesifikt, vil nd lasne og ikke fore til ekstensjon av DNA. Etter et par minutter
med ekstensjon er det blitt dannet to kopier av det opprinnelige templatet. Deretter folger ny
denaturering hvor temperaturen heves igjen til 94°C, men denne gang bare for noen
sekunder. Disse trinnene gjentas 25-30 ganger. Prosessen er eksponentiell og innen et par
timer er det produsert ~ milliard kopier. Se figur 2.

Ettersom polymerasen bare fortsetter til templatet tar slutt, vil det bli produsert noen
fragmenter av feil lengde i starten, polymerasen “overskyter”. Disse fragmentene utgjor
derimot en forsvinnende liten andel av sluttproduktet og spiller ingen stor rolle.
Polymerasene brukt i dag er varmestabile over denatureringspunktet i PCR og har gjort det
mulig & automatisere prosessen sé elegant.

Den storste begrensningen til metoden er at den bare kan brukes til & amplifisere relativt
korte DNA fragment ~ noen tusen bp.



The first 4 cycles of PCR in detail
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RT-PCR

RT-PCR er likt som vanlig PCR, men skiller seg ved at starten for amplifiseringen er m-
RNA og ikke DNA. For at man skal kunne transkribere m- RNA over til cDNA mé man ha
enzymet revers transkriptase. Enzymet brukes av retrovirus, som bruker revers transkriptase
til & integrere sitt eget genom inn 1 en vertscelle. For & fa til dette ma virusene gjore om
RNA-genomet til DNA forst.

RT-PCR prosedyren:

De onskede m-RNA blir transkribert over til cDNA ved hjelp av revers transkriptase og
spesifikke primere for sekvensene. Forst danner revers transkriptase en komplementaer
DNA trad til m-RNA templatet, slik at det blir en dobbelttrddet m-RNA-DNA hybrid.
Deretter degraderes m-RNA delen i dobbelttraden av en RNAse, slik at bare DNA trdden
blir igjen. DNA traden fungerer s& som templat for DNA-polymerasen som ogsa er tilstede 1
losningen. Videre skjer amplifiseringen likt med vanlig PCR, som vist i figur 2.



AGAROSEGELELEKTROFORESE

Agarosegelelektroforese er en metode som brukes til a isolere, identifisere og rense DNA-
fragmenter. Agarose er et polysakkarid og utvinnes fra stortare.

Agarosegel lages ved at agarosepulver loses 1 en elektrolyttbuffer, ved koking. Nér gelen
kjelner, danner agarosen en matriks, et slags porest nettverk, hvilket utgjor grunnlaget for
separering av DNA-fragmenter 1 gelen. Tettheten av nettverket el. porene, bestemmes av
konsentrasjonen av agarose. Mengden agarose beregner man etter hvor store molekyler man
onsker & separere. Gelen lages med smé brenner hvor preovene appliseres, etter at gelen har
blitt senket ned i et bufferbad tilkoblet en spenningskilde. Ved & skru pa stremmen starter
separasjonen av DNA-fragmentene, ved at de vandrer mot den positive polen i systemet.
DNA er negativt ladet. Fragmentene blir separert etter storrelse ved at de minste vandrer
raskest. Kortfattet er vandringshastigheten avhengig av 1) sterrelsen til molekylene som
skal atskilles. 2) Spenningen over gelen. 3) Porestorrelse og konsentrasjon av agarose.

Ved 4 applisere 1 en av brennene fragmenter av kjent storrelse, en sékalt "molekylarvekt-
el. DNA-stige”, kan man ut ifra denne ansla sterrelsen pa fragmentene i den ukjente proven.
For & synliggjere bdndene som dannes tilsettes enten gelen el. provene ulike kjemiske
forbindelser slik at de kan ses i uv-lys. Ethidiumbromid er vanlig & bruke i gelen, men det
forutsetter at gelen tas 1 bruk relativt kort tid etter at den er stopt, ettersom stoffet brytes ned
av lys. Gelen kan evt. lagres morkt, men erfaringsmessig for mange kan dette fore til
svakere resultater. Forbindelsen vi brukte heter Gel-star og blandes med DNA-provene
direkte for applisering i gel. Gel-star brytes ogsd ned av lys, men man unngér noe av
problemet ved at man heller venter med & blande inn gel-star til alt annet er gjort klart.

For a avgjere nér elektroforesen har gatt lenge nok tilsetter man ofte et fargestoff, f. eks
bromfenolblétt. Man felger bare vandringen til fargen.

PRAKTISK GJENNOMFORELSE

Forsgkene ble utfort ved Institutt for Oral Biologi, UiO pé Rikshospitalet.

Vi fikk utlevert RNA ferdig isolert fra muselever. Disse RNA provene ble brukt til &
bestemme ekspresjon av c-myc, cyp og L27 ved hjelp av RT-PCR.

RT-PCR resultatene ble analysert ved hjelp av agarosegelelektroforese.

RNA prevene var fra kontrollmus og fra mus behandlet med 4 vekt prosent
hexabromocyclododecan (HBCD), over fire dager.

Resultatene fra elektroforesen ble analysert i en apparatur som méler mengden c-DNA 1
bandene ved a telle opp antall piksler ved en gitt lysintensitet.



Protokoll

Prover med RNA: 1,4,5,7,10 og 11.

Fra provene 1,4 og 5 amplifiserte vi L27 hvor 4 og 5 var fra behandlede mus , mens prove
nr.1 var fra kontrollmus.

Fra prevene 7,10 og 11 amplifiserte vi bade c-myc og cyp. Prove 7 og 11 var fra behandlede
mus, mens prove 10 var fra kontrollmus.

Alle RNA provene var forhandsbehandlet med DNAse, for & hindre kontaminering med
DNA.

Vi laget en mastermiks som ble brukt til alle RT-PCR pravene (kontroll og flammedemper
prover), som inneholdt c-myc, cyp og L27 primerpar.

Mastermiks Mengde pr. prove Totalvolum
til 18 prever
5x Qiagen OneStep Buffer Sul 95ul
dNTP miks (10mM) Tl 19ul
Rnase inhibitor Tl 19ul
Primere til L27,c-myc og cyp Tl 19ul
OneStep RT-PCR Enzyme Mix Tl 19ul
Totalvolumet av miksen 9ul 171pl

Etter at alle provene var ferdig amplifisert i RT-PCR, ble produktene kjort i en 4 %
agarosegelelektroforese.



RESULTATER

Bronn: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Mus : B B K K B B B B K KB B K K B B B B
B: Behandlet gruppe.
K: Kontroll gruppe.
Brenn. nr Volum c-DNA Prove. Nr Mus
1 2130 565,21 c-myc 7 B
2 2 564 091,40 c-myc 7 parallell B
3 2795 522,26 c-myc 10 K
I c-myc 10 parallell K
5 8 627 409,12 c-myc 11 B
6 13 388 225,63 c-myc 11 parallell B
7 29 789 311,59 cyp 7 B
8 44 164 824,34 cyp 7 parallell B
9 24 956 798,59 cyp 10 K
10 25229 095,27 cyp 10 parallell K
11 28 074 986,98 cyp 11 B
12 27098 453,11 cyp 11 parallell B
13 8 490 282,45 L27 1 K
14 7112 155,94 L27 1 parallell K
15 4258 276,16 L27 4 B
16 6 767 841,96 L27 4 parallell B
17* 1527 222,62 L27 5 B
18 5172 360,73 L27 5 parallell B

* . Prover ikke med i utregning.
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BEREGNINGER

Prove mus Gj.snitt volum Prgver B/ Prgver K/
L27B L27K
c-myc 7 B 2347328,31 | 0425776014 |  ------——-—-
c-myc 11 B 11 007 817,38 | 1,996680474 |  ------—-----
c-myc 10 K 279552226 | @ -----ee--- 0,358344278
cyp 7 B 36 977 067,97 | 6,707177914 | -
cyp 11 B 27 586 720,05 | 5,003886181 |  ---------—-
cyplO K 2509294693 | - 3,21654171
L.27 (4,5) B 5513 059,06
L27 (1) K 7801 219,20
DISKUSJON

La oss starte med & sammenlikne ekspresjonen av c-myc hos behandlede mus mot
kontroll gruppen. Ser vi pa prgve nr. 7 sammenliknet med kontrollgruppen (c-myc
10), er verdiene tilnermet like. Derimot er verdiene i prgve nr. 11 nesten 6 ganger
hgyere enn i kontrollgruppen. Arsaken til de ulike verdiene hos de behandlede
gruppene(prgve 7,11), skyldes mest sannsynlig feil ved utfgrelse av forsgket. Av de
viktigste feilkildene kan vi nevne fglgende: utelatt oppvarming av noen av prgvene
fgr uttak av m-RNA til videre arbeid. Oppvarmingen er ngdvendig for fordele RNA
jevnt 1 prgvene. Dette medfgrte antakelig til at noen av prgvene fikk mindre c-DNA
enn antatt ved slutten av amplifiseringen. Ellers er ogsé pipettering og generell
behandling av prgvene mulige arsaker til variasjon i resultatene. Sett bort i fra prgve
nr. 7, som mest sannsynlig skyldes feil ved utfgrelsen, ser det ut til at HBCD
medfgrte en gkning 1 ekspresjonen av c-myc hos behandlede mus, prgve nr. 11. Som
nevnt tidligere 1 teksten er c-myc en viktig komponent i kontroll av cellesyklus og er
blant annet implisert i ulike typer kreft, for eksempel. APC (tykktarmskreft).
Ekspresjonen av cyp hos behandlede mus mot kontrollgruppen er mer enstydig, dvs.
at begge de behandlede prgvene har tiln@rmet like verdier. Ekspresjonen er hos
begge prgvene ca. dobbelt sa stor som kontrollgruppen. Dette er forenlig med hva vi
vet om aktivering av CYP-enzymer ved eksponering av fremmedstoffer.
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KONKLUSJON

Resultatene fra forsgket er ikke sa gode som vi kunne gnsket oss, og & trekke noen
sterke slutninger basert pa forsgket alene er ikke klokt. Derimot er det
bekymringsverdig at HBCD og en rekke andre forbindelser som lenge har blitt brukt
og brukes som flammehemmere, viser seg & ha en skadelig effekt pa miljget.

HBCD fgrer til gkt genekspresjon i gener som er implisert i cellesyklus og kan
muligens gi gkt risiko for kreft. I tillegg kan man jo tenke seg en bioaktivering av
HBCD og andre flammehemmere, via detoksifiseringsmekanismer, f. eks via CYP-
enzymer. Uansett er det mye man fortsatt ikke vet om disse stoffene nar det gjelder
skadevirkninger i biologiske systemer, hvilket omfang og hvilke fglger det vil ha pa
lang sikt. Forskningen er i allefall kommet godt i gang ©
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VEDLEGG 1

FAKTA OM FLAMMEHEMMERE

! 2,2°,6,6’-tetrabrombisfenol A
1163 19-5/214-604-9 (TBBPA)(1)
‘Dekabromodifenyleter (DBDPE,
2,2°,6,6’ tetrabrom 4,4’ -

125637-99-4/247-148-4 lisopropylidendifenol) (2)

%32534-8 1-9/251-084-2/602-
083-00-4 ‘Heksabromsyklododekan (HBCD)

32536-52-0/251-087-9 3)
"Pentabromodifenyleter (PBDPE) (4)
Oktabromdlfenyleter (OBDPE) (5)

Bransjer e Produksjon av elektriske
5 maskiner og apparater
.« Bygge- og anleggsbransjen
.o Produksjon av trelast og
varer av tre
e Produksjon av kjemikalier
og kjemiske produkter

Produktgrupper .« Flammehemmer i elektriske
; ‘ og elektroniske produkter
Bygningsmaterialer
Isolasjonsmaterialer

Lim

Plast

Tekstiler

Mengder (tonm) 100-500 Ginkludert faste produkier)
‘Begrunnelse ‘Meget giftig for vannlevende '
organismer, bioakkumulerer, lite
nedbrytbart, kan skade barn som fér
“morsmelk /’

Klassifisering ~ (4) Xn;R48/21/22,R64,N:R50-53
' (5) Forslag ti] klassifisering T; Rep
2:R62, Rep3;R61 1 en senere teknis}(;



Spes]e“e I
reguleringer/aktivitet

‘tilpasning til EU direktiv
67/548/EQF

Forskrift om begrensning av import,
‘bruk med mer av enkelte skadelige
stoffer og produkter inne bzreret
forbud mot enkelte forbindelser i

noen tekstiler.

(1) Stoffet er til vurdering i EUs
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Innledning:

Genetisk toksikologi er rettet mot & belyse effekter av kjemiske og fysiske agenter pa
Arvemateriale og genetiske prosesser i levende celler. Eksponering for slike agenter kan
fore til skade pd DNA molekylet som igjen kan vaere medvirkende érsak til helseskader som
kreft,

arvelige sykdommer, skader pd reproduksjonssystemet og pa avkom.

Kunnskap om kjemiske og fysiske agentenes evne til & skade DNA er viktig for 4 kunne
vurdere mulige helseskader forbundet med eksponering for disse.

Effekten av slik eksponering kan kartlegges direkte ved maling av interaksjon mellom
agenten og DNA eller mer indirekte gjennom maling av DNA reparasjon etter eksponering.

Hensikten med denne oppgaven er 4 gi en innblikk i noen av problemstillinger knyttet til
arbeid med gentoksikologi og innfering i noen av metoder som anvendes for & belyse disse.

Studier av reparasjon av DNA-skader i mannens kjenceller har pdgatt over mange ér.

Til dette har det vart benyttet celler fra mannesker og fra laboratoriedyr, forst og fremst
rotter.

I videre arbeid er det hensiktsmessig & ga over til mer utstrakt bruk av mus. Dette skyldes at
mus er mest brukt for & konstruere genetisk modifiserte linjer ( knockout ).

Oppgaven omfatter folgende hovedmomenter:

1 Preparering av testikkelceller fra mus

2 Analyse og karakterisering av spermatogenetiske celler ved hjelp av flowcytometri
3 Bestraling av celler med ioniserende stréling og kortbalget UV lys.

4 Inkubasjon av celler i tilpasset medium for & tillate reparasjon av DNA skader

5 Analyse av gjenvarende DNA skader i enkeltceller ved hjelp av kometmetoden
sammenligning med resultatene fra rotte og menneske
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To miljgmutagener: loniserende straling og
ultrafiolett lys

Ioniserende striling (rontgenstriling)

Ioniserende strdling (radioaktiv striling og rentgenstraling) er kortbelget og energirik
straling som kan ionisere eller eksitere biomolekyler. Ioniserende straling gir DNA skader i
form av desstabilisering av sukkerfosfat kjeden (alkalilabile skader) og direkte tradbrudd.
Stralingen kan forarsake tradbrudd direkte eller via reaksjon med hydroksylradikaler som
dannes ved radiolyse av vann. Rentgenstraling gir enkle trddbrudd, mens ioniserende
straling med storre tetthet for eksempel a straling gir doble tradbrudd.

Enkelt trddbrudd og alkalilabile skader kan males direkte ved kometmetoden.

X-Ray Region of the
Electromagnetic Spectrum

] |
2nm 0.3nm 0.03nm

Ultrafiolett straling
UV lys deles inn etter belgelengde i UVA, UVB og UVC. Den delen av sollyset som

inneholder UVC, og det meste av UVB lyset absorberes fullstendig av ozon og andre gasser
1 stratosfaeren.
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UV straling kan absorberes av basene i DNA og dette kan fore til skader. De vanligste
skadene er bindinger mellom pyrimidinbaser; cyclobutyl pyrimidindimere (CPDs) og
bindinger mellom 6 og 4 posisjonene i pyrimidinbaser; 6-4 fotoprodukter (6-4PPs). Av
CPDs er den vanligste typen bindinger mellom to tymin baser T-T, mens det dannes mindre
av T-C og C-C og Fordi disse skadene ikke gir direkte tradbrudd kan de ikke méles direkte
med kometmetoden, det ma tilsettes et enzym som gjenkjenner skaden og kutter DNA. I
vart forsgk bruker vi enzymet T4 endo V som gjenkjenner og kutter DNA ved T-T CPDs.

T-T CPD
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Mannlige kjennceller er i praksis lite eksponert for UV lys, men systemet som fjerner UV
skader, nukleotideksisions reparasjon ( NER) , fjerner ogsd mange andre typer DNA skader.
Eksempler er skader fra metabolitter av benzo[a]pyrene og N-2 acetylaminofluorene.
Bestraling med UV lys gir derfor et godt utgangspunkt for a studere cellenes
reparasjonsmekanismer.
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Metabolitter av benzo[a]pyrene bindes til DNA og kan gi opphav til mutasjoner

18



DNA reparasjon

For a forhindre DNA — skader og forsikre genetisk stabilitet er alle organismer utstyrt en
med en lang rekke komplementare DNA reparasjons systemer som tar seg av alle typer
DNA skader.

Reparasjon kan skje pa to hovedmater:

1. Direkte reparasjon, (skaden blir omgjort )
2. Eksisjonsreparasjon

Eksempel av direkte reparasjon skjer bl.a. ved dannelse av T-dimere .

To tyminbaser kan bindes sammen til en T-dimer av UV-lys, og dette kan medfere feil ved
replikasjon. Det finnes et eget enzym som kan bryte denne bindingen igjen. Enzymet kalles
fotolyase, og det krever synlig lys for & virke mekanisme kalles fotoreaktivering og
resultatet er altsd at T-dimeren oppheves.

Eksisjonsreparasjon skjer via kompleks flere trinns reparasjonsmekanismer.

De omfatter baseeksisjonsreparasjon (BER), nukleotideeksisjonsreparasjon (NER ),
mismatchreparasjon ( MMR )og rekombinasjonsreparasjon. I tillegg har cellen mekanismer
for reparasjon av tradbrudd.

NER er spesielt viktig for eliminering av DNA skader indusert av UV lys og mange
kjemiske addukter i DNA .

Homologi avhengig og homologi uavhengig rekombinasjonsreparasjons veier er viktige ved
reparasjon av radiasjon indusert dobbeltrads brudd.

Generelt, defekter i DNA reparasjons systemer resulterer 1 hypersensitivitet for visse
genotoksiner
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Baseeksisjonsreparasjon (BER)

Baseeksisjonsreparasjon er hovedmekanismen for reparasjon av baseskader og er en
viktig reparasjonsmekanisme for reparasjon av oksidative skader.

Reparasjonsmekanismen kan deles inn i 3 trinn.

1. En DNA N-glycosylase fjerner den skadede basen og det blir dannet et AP
sted (apureinic eller apyrimidinic)

2. AP endonuklease kutter DNA tradden ovenfor AP stedet og danner en 3’- OH
ende.

3. DNA polymerase syntetiserer en ny trad fra den frie 3’-OH enden.

4. Ligering.
DNA N-glycosylaser hydrolyserer N-glycosylbinding mellom basen og deoksyribose.

Et stort antall DNA N-glycosylaser har blitt identifisert. Alle har bindings sete for baser de
gjenkjenner.
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NER gjenkjenner skader basert bade pa deres unormale struktur og kjemi, skjaerer de ut og
erstatter dem.

I alle organismer bestar NER av folgende trinn:

1.
2.
3.

Gjenkjennelse av skaden
Binding av multiproteinkompleks ved skade sted

Dobbel innskjaering pa den skadde traden flere nukleotider fra skaden pa béde 5 og

3 siden

Fjerning av oligonukleotide med skaden mellom de to kuttene

Utfylling av det nytt oppstétte gapet ved DNA polymerase

Ligering
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NER maskineriet har bred spesifisitet og fjerner skader som forer til storre distorsjoner i
DNA

for eksempel syklobutanpyrimidindimerer og addukter mellom benzo(a)pyren og guanin i
DNA.

Nuklotideksisjonsreparasjon er et komplekst reparasjonsspor som krever ca. 30 ulike
polypeptider.

Initierings trinn avhenger av om skaden er i det aktivt transkriberte traden av en gen

Eller et annet sted i genomet. Hvis skaden ikke er i aktivt transkriberte traden, gjenkjennes
den og bindes av heterodimer som bestar av XPC og hHR23R proteiner.

Binding av disse initierer prosess av “global genome repair”, som betyr reparasjon

Hvor som helst i genomet.

I alle eukaryote organismer, virker det som at XPC/hHR23B dimer gjenkjenner skadet
DNA basert pa omfang av distorsjon av det normale DNA struktur forarsaket av skaden.
Bindingen til den skadde regionen gker ytterligere distorsjon av DNA struktur (vist pa
bilde, rodt omradet viser skade for eksempel tymin dimerer )

Okt distorsjon skapt av XPC/hHR23B gjor at tre tilleggs protein kan binde.

En av disse er generell transkripsjons faktor TFIIH (9 subbenheter fremstilt 1 grent)

To av disse subbenheter (XPB og XPD ) er helikaser som bindes til den skadde traden

og samarbeider med RPA (eukaryot enkelttrads DNA bindende protein kompleks) og XPA
for & apne et omréde rundt 20-30 nukleotider inkludert det skadde stedet.
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Neste trinn er rekruttering av to sruktur-spesifikke endonukleaser XPG og
XPF/ERCC1(gult)

Begge nukleaser er spesifikke for forbindelse mellom enkelt og dobbelt trdd DNA.

XPG kutteri dsDNA pé 3' siden mens ERCC1/XPF (heterodimer protein kompleks) kutter
pa 5' siden.

Mekanismen ved hvilken den skadde oligonukleotiode omrade er fjernet er fortsatt under
oppklaring men etter fjerning fylles den resulterende gapen av DNA polymerase. Til slutt
limer DNA ligase I trdden sammen.
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Reparasjon av dobbeltradbrudd (DBS)

Dobbeltradbrudd i1 DNA skyldes ofte ionisert straling eller haye doser av alkylerende
kancerogener som polysykliske hydrokarboner.

Dobbelttrads brudd er betraktet til & vere veldig letal form av DNA skader for eukaryote
celler.
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De hoyere eukaryoter har utviklet multiple veier for reparasjon av DBS disse er homolog
rekombinasjon, non-homologous end joining (NHEJ) og singel strand annealing (SSA).

Homolog rekombinasjon mekanisme utnytter proteiner som promoterer og far informasjon
fra sester-, eller homolog kromosom for & reparere brudd. Det initierende trinnet her er
produksjon av enkelttrdds hale med 3’ enden v.h.a eksonuklease eller helikase aktivitet.
Denne halen invaderer videre det uskadde homologe DNA molekylet

etterfulgt av DNA syntese og dannelse av sékalt Holliday junction DNA kompleks.

Ved spaltning av dette komplekset dannes det to nye molekyler uten trddbrudd.

Non-homologous end joining (NHEJ) mekanisme er ansett til 4 vaere hovedveien for
reparasjon av slike skader. Den tillater sammenfoying av ender selv om det bare finnes
begrenset sekvens likhet mellom dem.

Subbenheter av heterodimerer proteiner Ku70/Ku80 binder frie DNA ender ved skade
stedet og i tilligg rekrutterer DNA-protein kinanase som fosforylerer Ku70/Ku80
heterodimerer.

De fleste skader som oppstar skyldes oksidasjon eller stréling og endene kan ikke fores
sammen pga. kjemiske skader. Det ma rekrutteres tilleggs proteiner som fjerner skaden og
fyller gapen som oppstér.

Rad50-Mrel11-Nbs1 kompleks som inneholder helikase og eksonuklease aktivitet medvirker
ved 4 trimme DNA ender som etterfolges av ligering av de frie ender av DNA ligase i
konjugasjon med XRCC4
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Fig. 1. Repair of a DSB by NHEJ. Ku heterodimers bind free DNA
ends and recruit DNA-PEces. DN A ends are unwound and processed
possibly by the Rad50-MRE11-Nbsl complex. Processed DNA
ends are subsequently ligated by the DNA ligase IV/XRCCIV
complex.
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Fremgangsmate og metoder

Framgangsmate for preparering av testikkelceller fra mus.

1. Musene ble avlivet med eter

2. Testiklene ble dissekert ut og vasket i ca 25 ml RPMI medium uten serum (RPMI 1640
tilsatt 0,1 mg/ml pyruvat (50,5 mg pyruvat/505mL), SmM DL-Laktat (214,6ul laktat) og 1
% P/S (5ml))

3. Kapselen rundt testiklene ble fjernet og de ble overfort til 5 ml kaldt RPMI- medium
tilsatt 100 U/ml collagenase (7.0 mg/25 ml medium)

4. Testikkelvevet ble klippet opp med saks til en suspensjon og resultatet overfort til et
tellerglass. Suspensjonen ble innkubert i 15 min 1 vannbad med risting ved 104 rpm, 32C°.
Den ble ristet manuelt hvert 5 min. Lokket ble holdt apent for a gi luft.

5. 0,25 mg/ml trypsin ble tilsatt suspensjonen og den ble videre innkubert i § min.

6. Suspensjonen ble filtrert og skylt med romtemperert RPMI/10 % FCS (RPMI1640 tilsatt
1 mg/ml pyruvat (55,5mg pyruvat til 555ml) 5 mM DL-laktat (235,9ul laktat), 1 % P/S
(5.55ml) og 10 % FCS (55.5 ml FCS)) for avkjeling gjennom sma filtre for musetestis for a
fjerne sterre tubulifragmenter/sperm. Suspensjonen ble overfort til falconrer pa is som ble
fylt helt opp med RPMI /10 % FCS.

7. Suspensjonen ble sentrifugert ved 1200 rpm, 5 min (4C)

8. Cellene ble vasket og sentrifugert x 3 med RPMI/ 10 % FCS, lost 1 2-10 ml medium og
filtrert gjennom et fint nylonnett

9. Levende/dade celler ble telt (etter farging med tryptofanblatt) og cellene ble tynnet ut til

onsket konsentrasjon.

Fargingen av celler med tryptofanblatt viste at viabiliteten til cellene i var suspensjon
var rundt 90 %. Dette er tilfredsstillende for & kunne jobbe videre med suspensjonen.
Tilsvarende tall er det & finne i tidligere utforte forsek
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Flowcytometri (vaeskestromscytometri)

Flowcytometri er en metode for karakterisering eller separering av celler mht storrelse og
indre struktur.

Denne metoden baserer seg pa mélinger pa enkeltceller en vaeskestrem mens de passerer en
lyskilde med en hastighet av mange tusen celler per sekund.

Cellesuspensjonen stremmer igjennom en dyse sammen med en saltholdig feringsvaeske
som leder cellene enkeltvis gjennom fokus til en laserstrale eller til lysstréle fra en
kvikkselvlampe

Det vanligste er & merke de cellekomponenter man ensker 4 analysere med et
fluorescerende fargestoff som binder seg kvantitativt til makromolekyler som DNA, RNA
eller protein, eller

Er bundet til et spesifikt antistoff rettet mot molekyler i cellen.

Nér eksitasjonslyset treffer den fluorescensmerkede cellen, vil fluorokromet emittere en
lyspuls med en belgelengde noe lengre enn eksitasjonsbelgelengden. Styrken pd denne
lyspulsen vil vare proporsjonal med mengde bundne fluorescerende molekyler, og dermed
gi

Et mal for mengden av cellekomponenter man ensker 4 male. Lyspulsen som
fluorokromene sender ut, oppfanges av et linse- og filtersystem som leder til detektorer som
overforer dataene til lagrings og prosessorenhet.

I tillegg til fluorescerende lys kan ogsa lysspredning males. Spredning i forlengelsesretning

til eksitasjonslys (lavvinkel lysspredning), reflekterer storrelsen til celler, mens spredning til
siden (heyvinkel lysspredning) reflekterer cellenes indre struktur.
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Analyse og karakterisering av spermatogoniske celler ved hjelp av
flowcytometri:

I var studie av DNA skader og reparasjon er det hensiktsmessig & kunne identifisere
forskjellige celletyper for & kunne bestemme om enkelte celletyper har forskjellig
folsomhet.

Testikkelstruktur

Testikler er dekket av en fibres kapsel og bindevev. Mengde av bindevev varierer fra art til
art. Rotter og mus har lite av det intertubulere bindevev mens hos mennesker er testikler
avgrenset av bindevevs septum.

Testikler har to hovedomrader: interstitielt omradde og saedkanaler.
Interstitielt omrade bestar av blod og lymfe kar og flere andre celletyper som f eks Leydige
celler som er hoved-kilden til testosteron og makrofager

Saedkanaler er ordnet i sloyfer som har endene forbundet med begynnelsen av utferende
kanal system av rette tubuli (tubuli recti)

Prosess hvor spermatogonia danner spermatozoa er kjent som spermatogenese.
Spermatogenese skjer i seedkanalene som inneholder bade spermatogene celler og Sertoli
celler.

Utvikling skjer i 3 hovedfaser: spermatogonial multiplikasjon (spermatogonia),
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meiose (spermatocyter), og spermiogenese (spermatider)
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De forskjellige stadier kan bl. gjenkjennes v.h.a. flowcytometri.

Isolert cellesuspensjon var justert til ca. 1-2 millioner celler per ml.

100 pl/ml av cellesuspensjon ble behandlet med:

0,03 % Triton X 100 Og farget med Hoechst 33258, et DNA spesifikt fluorokrom
BIa fluorescens frs Hoechst ble malt ved 550 nm i flowcytometer

Resultater fra flowcytometri analyse av var cellesuspensjon:
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Grafisk fremstilling av flowcytometri analysen
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En dimensjonal fremstilling av analysen

Grafen over fremstiller innhold og fordeling av de forskjellige cellene i1 var suspensjon.

Vi kan se fire forskjellige grupperinger av celler som hver er i forskjellige stadier 1
spermatogenesen.

Cellenes totale fluorescens star 1 forhold til deres DNA-mengde dvs. ploiditet

Vi ser en gruppering av celler med 2n altsa diploide celler som er i G1 fasen. Disse har ikke
begynt & dele seg.

Toppen 4n viser tetraploide celler som er under deling.

Det er en stor topp som representerer de haploide spermatide cellene som dannes etter
meiosen. Etter hvert som cellene modner og spermier dannes (etter ca 10 dager) pakkes
DNA tettere og uten histoner. Dette gir viser den mindre toppen ved haploide celler.
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Bestrdling av musetestikkelceller

I dette forseket ble UV-C lys og rentgen straling brukt som mutagener.

Cellene ble justert til 1 million pr ml (fra ca 55 millioner pr ml) i kaldt RPMI- medium og
fordelt pa 8 sma bakterieskéler, 2ml pr skél. Skalene ble holdt kalde, pé kald
aluminiumsplate

BEHANDLING REPARASJON ENZYM
AV CELLEN
1 |A Kaldt (4 °C) (ingen
2 0UV reparasjon).
3 |B 1 time 37 °C 60 mg/ml T4
4 reparasjon endo V
51C Kaldt (4 °C)
6 0,5 J/m?> UVC
7 | D 1 time 37 °C
8
9 |E Kaldt (4 °C)
10 0 rentgen
11 | F 1 time 37 °C
12 Ikke behandlet
131G Kaldt (4 °C) med enzym
14 5 Gy
15| H 1 time 37 °C
16




Komet metoden (enkeltcelle gelelektroforese)

Dette er en rask, enkel, folsom og visuell teknikk til & male enkelttrddbrudd.
Metoden kan benyttes til & underseke DNA-skade og reparasjon.

Metoden gar ut pd at celler stopes inn i en liten tynn gel etter at de har vart behandlet
(bestralt/reparert). De lyseres sé i gelen, endogene proteiner vaskes ut, DNA gjores
enkelttradig ved & legge gelen 1 en buffer med hey pH (pH 13,2), og deretter elektroforeres
gelene 1 kort tid ved en lav voltstyrke. S& neytraliseres gelen, og den farges med
ethidiumbromid, som farger DNA og gjor det synlig i et fluorescensmikroskop. Dersom
DNA har tradbrudd, vil DNA relakseres, og "sleyfer” vil bli dradd ut fra kjerneomradet ved
elektroforese og danne en kometlignende struktur (derav navnet). Denne er lett synlig i
mikroskopet.
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Celler visualisert v.h.a komet metoden.
Over cellen uten DNA skade, under cellen med DNA skade

Halens lengde og mengden DNA i den gir et produkt som kalles ”halemoment” (Tail
Moment”, TM). TM kan beregnes av et bildebehandlingsprogram koplet til et CCD- kamera
pa mikroskopet. TM er linezrt korrelert med antall DNA trddbrudd (sa lenge skadenivéet
ikke er alt for hayt). Systemet kan kalibreres med rentgen, siden man kjenner til antallet
DNA-tradbrudd i en diploid celle etter en viss straledose (1 Gy rentgen gir ca. 1000 DNA
enkelttrddbrudd per diploid humane celle).

Metoden kan modifiseres til & male DNA-skader som ikke direkte forer til DNA trddbrudd.
Dette foregér ved at man etfer lysering innkuberer gelene 1 narver av et eksogent enzym
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som gjenkjenner spesifikke skadetyper og konverterer dem til DNA enkelttrddbrudd, som
pavises som kometer.

Comet Apoptotic halo

H eath.‘arescence T GIEF liorescenee H, eadF‘ Tuorescence H, alﬂF Tuorescence
Tail ,
Tﬂ'ﬂ Mﬂ!ﬂéﬂf = -d Fluorescence
Headﬂuarescence + Tadﬁuomscence

Fig. Kvantifisering av DNA skade 1 enkelt celle

Feil!
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Kometmetoden har en spesiell verdi ved analyse av spermatogene celler, fordi de
forskjellige stadiene i spermatogenesen har celler av spesifikk ploidtet (spermatogonier: 2N
(unntatt 1 S-fase); premeiotiske celler (spermatocytter) 4N, postmeiotiske celler: 1N (etter
annen meiotiske deling). Cellenes totale fluorescens stér i forhold til deres DNA-mengde
dvs. ploiditet. Dermed kan man identifisere DNA-mengden for hver enkelt celle, slik at det
blir mulig & analysere induksjon og reparasjon av DNA-skader spesifikt i celler i
forskjellige stadier i spermatogenesen, selv 1 en blandet populasjon av testikkelceller.

Framgangsmate, komet

Alt ble utfort s& merkt som mulig fordi kortbelget lys vil skade DNA

1. 1 % agaroselgsning (normalt smeltepunkt) ble smeltet og holdt varm 1

vannbad (56C) og 100 pl lesning ble brukt til & stepe et underlag pa et mattet objektglass
(16 stk pr eksperiment) Dekkglass behandlet med Nonidetlosning ble plassert pa toppen.
Etter staping ble objektglassene plassert I kjoleskap (4 C, 10 min) for at agarosen skulle
stivne.

2. Innsteping av celler pa objektglass: 10 pl celler (8x1076 celler/ml) ble overfeort til
eppendorfrer som inneholdt 75 ul 0,7 % agaroselosning (lavt smeltepunkt) ved 37C.

75 ul av disse blandingene ble brukt til & stape inn cellene 1 geler pa objektglassene med
Nonidetbehandlede dekkglass pa toppen. De ble deretter avkjelt (4C) I 10 min.

3. Lysering: Cellene ble lysert ved a plassere objektglassene i et kar med lyseringsvaske 1
1 time (4C) etter at dekkglassene var fjernet.

4. Vasking med Collinsbuffer: Objektglassene ble plassert I et kar med ca 200 ml
Collinsbuffer i 10 min (4C) Dette ble gjentatt 2 ganger. Provene ble vasket for & fjerne
rester av lyseringsvasken og dermed klargjore for enzymbehandlingen.

5. Enzym-behandling: Cellene ble behandlet med enzym ved at objektglassene ble plassert I
kar med Collinsbuffer (200ml) tilsatt BSA (0,2mg/ml) som var varmet opp pé forhand til
37C. Enzym (0,7ug/ul Fpg) ble tilsatt denne lgsningen umiddelbart for enzymbehandlingen
og deretter innkubert ved 37 C i 30 min. Fpg gjenkjenner og lager trddbrudd der DNA
skadene som ble péfert cellene ved eksponering for lys er.

6. Unwinding: Objektglassene ble plassert i et kar med elektroforesebuffer (pH13,2) i
40 min (4C) slik at DNA kunne vikles ut.

7. Elektroforese: Objektglassene ble plassert tett inntil hverandre I et elektroforesekar.

Karet ble fylt opp med kald elektroforesebuffer til objektglassene var fullstendig dekket, og
elektroforesen ble utfort ved 20 V og ~300mA I 20 min.
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8. Noytralisering: Etter elektroforesen ble objektglassene noytralisert ved & skylle 3 ganger
med neytraliseringsbuffer.

9. Farging: Gelene ble farget med 75 ul EtBr (20 pg/ml) og dekkglass ble lagt pa

10. Kvantifisering av DNA skade: Kometene ble visualisert med et Leitz
fluorecensmikroskop koblet til et CCD kamera og et bildeanalysesystem.
Kometer fra objektglassene ble analysert.

Resultater fra komet analysen av var
cellesuspensjon

Analyse av vare preparater viste svert fi kometer, og mange celler var fragmentert. Dette
var uheldig med hensyn til statistisk signifikans.

For fa mélbare kometer gjor det vanskelig 4 kunne vurdere resultatene,

og & trekke en konklusjon. For 4 kunne gjore dette er det vanlig med maling

av minst 50 kometer per slide.

Arsaker at preparatene ga fi kometer, skyldes trolig feilbehandling av
celler under prosedyren.
For hardhendt behandling av celler under stoping i agarosen kunne fordrsake fragmentering.

Siden radata fra var suspensjon uteble benyttet vi oss av data fra tidligere

Forsek, for & illustrere prinsippene bak slike forsek.

Folgende tall komme fra forsek utfort pa kjennsceller fra rotter.

Ut fra tidligere publiserte data & demme forventer vi 4 finne tilsvarende tall for mus som for
rotter

Tabell nedenfor viser tail moment til prevene behandlet med forskjellig
doser av rontgen strdling

Prove # Behandling Middelverdi Tail moment
Rentgen / Gray
1 0 3,59 +/- 7,29
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2 0 4,31 5,69 +/-10,55
3 0 3.66 +/- 5,85
4 1 10,45 +/-12,29
5 1 10,11 10,17 +/- 13,17
6 1 9,70 +/- 10,16
7 3 22,70 +/- 12,85
8 3 25,01 21,59 +/- 11,91
9 3 27,45 +/- 13,71
10 3 28,30 +/- 13,45
11 5 42,81 +/- 13,66
12 5 41,34 42,22 +/- 15,66
13 5 39,0 +/- 14,64
14 10 60,56 +/- 14,30
15 10 60,26 619 +/- 1127
16 10 58,32 +/- 13,74
Dose-respons kurve for testikkel rotte celler
1 etter bestriling med rentgen

754
=
@ 50
E
o
E
12 25
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DNA trads brudd

Induksjon av DNA skader i forskjellige
kjenns celler fra rotte v.h.a. rentgen straling

Fh4
—=— Haploid cells

—— Diploid celis
—— Tetraploid cells

Tail moment

A-ray, Gray

Doserespons kurven overfor viser ekende grad av DNA skader med ekende
dose straling, som forventet.
Men av den andre grafen kan vi se at skader kan variere noe mellom de forskjellige stadiene

1 spermatogenesen.

A Kjennsceller hos rotte B Rotte spermatocyter og spermatider
70 E
2
60 £ 30/
=
o0 \ =
401\, P
O\\\
30{ o= ) b
<
20 %
10 1 5 |
0 123456 78 0 B s
Reparasjons tid (t) Reparasjons tid (t)
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Ut fra grafene over ser vi at tail moment blir mindre det vil si at cellene har fatt tid til &
reparere skader. Det kommer ogsa frem at forskjellige type celler har forskjellige grad av
skader og reparasjon.

Diskusjon

Reparasjon av DNA skadene viser seg & variere avhengig av cellestadiet og

type mekanisme involvert 1 reparasjon.

I tidligere studier kom det frem at isolerte kjennsceller viste lav niva av

utkutting av UV-C induserte DNA skader. Disse data tydet pa at NER

i kjennsceller var ikke funksjonell eller veldig lav.

Dette kan ha forbindelse med kromatinstruktur til DNA i de forskjellige stadiene

og subbcelluler lokalisering av proteiner.

Siden disse studiene viste at NER ikke er aktiv i spermatogene celler reparasjon av skader
kan reflektere andre DNA reparasjons mekanismer som rekombinasjons reparasjon og BER.

Det er blitt vist at det finnes en del enzymer involvert i BER i1 hoye mengder i

mannlige kjonnsceller hoa rotter og at celler kan utfore BER.

Ved lignende forsek ble det vist at kjennsceller hos rotter effektivt reparerte

Fpg* — sensitive skader. Reparasjon var rask 1 lepet av to forste timer av innkubering. 40%
av skadene var fjernet

En interessant observasjon kom ut av parallell studie med de humane kjonnsceller. Den
humane spermatogenesen hos mennesker er 3.1 ganger mer
folsom for ionisert straling enn den hos mus. Reparasjon i disse celler var begrenset.

Disse typer studier er viktige del av gentoksikologisk forskning. P4 grunn av de er det mulig
a fa informasjon om hvor store skader visse agenter kan gjore, hvor flink forskjellige celler
er

til & takle slike skader og hvordan visse cellulere mekanismer virker 1 forskjellige stadier.
Dette er viktig bl.a. for vurdering av risiko for utsettelse for slike agenter.

* Fpg star for formamidopyrimidin- glykosilase involvert i BER i DNA
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Prosjektoppgave i toksikologi varen 2003

”Effekter av svevestov pa cytokinfrigering fra epiteliale
lungeceller”

Utfort av Lubna Zaidi og Marianne Aastebel Minge
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1. Innledning

1.1 Bakgrunn

Inhalering av svevestev har vaert og er et problem som kan gi alvorlige helseplage i
luftveiene, og som i tillegg ofte gir en forverring hos dem som allerede har utviklet
luftveisplager som for eksempel astma. I urbane omrdder bidrar blant annet trafikk, olje- og

vedfyring og industrielle utslipp til luftforurensning.

Den utstrakte bruken av piggdekk 1 Norge forer til en mekanisk generering av
mineralpartikler fra asfalten. Enkelte dager, spesielt 1 vinterhalvaret, kan
svevestovmengdene 1 Oslo vere langt hayere enn det Folkehelseinstuttet betrakter som
akseptabelt, og dette utgjor en potensiell trussel mot lokalbefolkningens helse. Det er stadig
flere studier som viser at svevestov potensierer kroniske inflammatoriske prosesser og
akutte symptomatiske responser i luftveiene. Luftveiene er dekket av epitelceller, slik at
disse blir kroppens forste sted for kontakt med inhalerte toksiske substanser. Lungens
forsvarsmekanismer vil vanligvis takle et stort antall partikler pa overflaten, men en
overdose av partikler eller gkt partikkeltoksisitet kan forstyrre og edelegge disse
mekanismene. Det er serlig grupper som eldre, barn og mennesker med allerede utviklet
hjerte-lunge sykdommer som har hoy risiko for & bli skadet av hey partikkelkonsentrasjon 1
innandingsluften. En del av svevestovet bestar av mineralpartikler, og malinger har vist at
det ofte er mineralpartikler som star for hoveddelen av svevestovet de dagene verdiene
overstiger det akseptable nivaet i vinterhalvaret. Avhengig av hvilken type stein som er
brukt i asfalten, vil mineralpartiklene som genereres kunne vere ulike nér det gjelder

potensen til 4 indusere negative helseeffekter. Dette kan skyldes ulikheter i mineral- og
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kjemisk sammensetning, storrelse og form. Det er derfor viktig & finne ut en

mineralsammensetning i asfalt som gir minst mulig helseskade nar partiklene frigjores.

Effekter av svevestov:

Betennelsesreaksjoner
Allergi

Celleded

Mutasjoner

Endret cellevekst

Viktige endepunkter ved studie av partikkeleffekter:

Betennelse:

Sentralt ved svevestoveksponering

Involvert i utviklingen av en rekke kroniske og akutte lungesykdommer
Produksjon og utskillelse av en rekke cytokiner og eikosanider

Akkumulering av betennelsesceller

Celledod:
Apoptose og nekrose
Viktig ved lungesykdommer utlest av hoye konsentrasjoner av partikler og andre

luftforurensningskomponenter

1.2 Partikkelinduserte reaksjoner

I vart prosjekt har vi utsatt lungeepitelceller for krystallisk kvarts, som kan vaere en

bestanddel i svevestov. Kvarts er et silikat som bestér av silisium og oksygen. Hvert

silisiumatom er bundet til fire oksygenatomer, og hvert oksygenatom er bundet til to

silisiumatomer i et tredimensjonelt gitter. Kvarts kan opptre i ulike former, den

krystallinske formen kalles silika.
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Kvarts er et sterkt mineral som finnes over hele jorden og forekommer i granitter og
gneiser, i

sedimentare bergarter og 1 sand. Uren kvarts er kvarts fra sand og er et viktig rastoff i glass-
og keramikkindustien. Uren kvarts brukes ogsé som slipemiddel som for eksempel
sandpapir.

Studier har vist at krystallinsk kvarts har heyere biologisk aktivitet enn ikke-krystallinsk
kvarts. Dette indikerer at krystallinitet er en viktig faktor nar det gjelder skadelighet.
Sterrelse og form bestemmer overflatearealet av en partikkel. Sma partikler har et storre
reaktivt overflateareal per masseenhet, og vil derfor gi mer skade pr. masseenhet
sammenlignet med storre partikler. Mekanismene for hvordan partikler utleser sine
cellulere effekter er relativt lite kjent. Partikkelinduserte cellulere responser kan muligens
folge av opptak i cellene, men mye tyder pé at en direkte interaksjon mellom
mineraloverflaten og reseptorer eller andre komponenter i cellemembranen kan vere
tilstrekkelig.

Partikler induserer kinaseaktivering og aktivering av transkripsjonsfaktorer, blant annet
MAP-kinaser som er nekkelkomponenter i en rekke intracellulare reaksjonsveier og er
involvert i mange stressaktiverte responser. MAP-kinaser aktiveres av ulike ekstracellulere

stimuli, og aktiverer en rekke transkripsjonsfaktorer ved hjelp av fosforylering.

Inflammasjon kan skyldes stimuli som for eksempel infeksjon, vevskade eller autoimmune
responser. Reaksjonen er en forsvarsrespons mot celle- og vevsskade, og formélet med de
inflammatoriske prosessene er a gdelegge eller fjerne skadelige komponenter og skadet vev.

Pa stedet der vevsskaden har funnet sted, vil en serie av inflammatoriske responser settes i
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gang for & lokalisere og begrense spredningen av den skadelige pavirkningen. De
inflammatoriske responsene kan settes i gang av for eksempel bakterier, parasitter og andre
fremmede partikler. Inflammasjon kan defineres som en lokal reaksjon som ferer til
oppsamling av veeske og akkumulering av betennelsesceller. Rekruttering av leukocytter er
en viktig del av forsvarsmekanismene hos verten. Denne mekanismen kjennetegner bade
akutt og kronisk inflammatorisk respons, og avhenger av adhesjonsmolekyler og
kjemotaktiske faktorer.

I situasjoner med kontinuerlig frigjoring av inflammatoriske responsprodukter i lungene kan
resultatet bli vevsskade og reparasjon av vevet med etterfelgende fibrose. Fibrose gir

fortykkede alveolevegger og dermed redusert gassutveksling.

Partikkel-indusert aktivering av intracelluleere signalveier kan initieres gjennom
reseptoravhengig eller reseptoruavhengige cellesignaleringskaskader. Cytokiner og andre

signalsubstanser medierer den inflammatoriske responsen i lungeceller.

Kjemotaktiske faktorer kalles chemokiner, og alle molekyler i denne gruppen inneholder
fire cysteinresiduer som danner to disulfidbroer. En videre inndeling av gruppen baserer seg
pa den relative posisjonen av disulfidbroene.

I vart prosjekt har vi sett pa chemokinet interleukin-8 (IL-8). IL-8 som produseres
transporteres ut av celles og festes til reseptoren GAG. Dette vil tiltrekke neutrofiler til
stedet der inflammasjonen finner sted, og det aktiverer videre neutrofiler og andre typer av
leukocytter. IL-8 produseres av mange ulike celletyper, blant annet monocytter, neutrofiler
og ulike epiteliale lungeceller. Produksjonen av dette chemokinet skjer ikke konstitutivt,
men produksjonen induseres som respons pad inflammatorisk stimuli. IL-8 aktiverer mange
funksjoner hos humane neutrofiler.. Migreringen av neutrofiler fra blodet til
inflammasjonsstedet kontrolleres av selektiv ”leukocytt-endotelcelle” gjenkjenning. Pa
inflammasjonsstedet vil proteinet selectin fore til at neutrofilene festes til blodareveggen.
Selectin er et adhesjonsmolekyl som finnes pa celleoverflaten hos neutrofiler. Denne
bindingen mellom neutrofilene og selectin gjor at blodcellene far en “rullebevegelse”, og de

ruller da i samme retning som blodstremmen.
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IL-8 som produseres av endotelcellene vil aktivere disse neutrofilene, og overfore signaler
som aktiverer integriner pa overflaten av endotelcellene. Dette vil stimulere til et fast feste
av neutrofilene til &reveggen og en spredning av neutrofilene pa den endoteliale overflaten.
Neutrofilene vil deretter gé inn i vevet gjennom apninger mellom de endoteliale cellene
ifolge konsentrasjonsgradienten av IL-8. Nér de har nadd inflammasjonsstedet, spiller
neutrofilene en viktig rolle i immunforsvaret gjennom ulike mekanismer som blant annet
involverer fagocytose av patogener eller andre fremmede partikler og frigjering av
lysosomale enzymer. IL-8 har ogsé effekter pa andre typer av leukocytter, som T celler, B
celler og IL-2-aktiverte NK celler. Forsek har vist at IL-8 er ganske resistent mot

inaktivering ved hjelp av proteaser, og IL-8 effekten er derfor relativt langvarig.

Flere studier har vist endringer 1 nivdene av inflammatoriske cytokiner som for eksempel

IL-8 etter forsek med partikkeeksponering. Videre har det vist seg at mitogenaktivert
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proteinkinase (MAPK) kaskaden kan vare involvert i den ekte genekspresjonen i
lungeceller etter eksponering for partikler. ERK og p38 er to typer av MAP-kinaser som er

involvert 1 signalveien som ferer til cytokin-produksjon etter at en stimulus har utlgst en

inflammasjonsrespons.
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1.3 Prosjektets hensikt

I vart prosjekt skulle vi utsette epiteliale lungeceller for ulike partikkelkonsentrasjoner av

Min-u-sil, et produkt som inneholder kvarts. Deretter skulle vi male konsentrasjonene av
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IL-8 produsert av de partikkelutsatte cellene. IL-8 konsentrasjonen er da et mél pd hvor stor
inflammatorisk respons partiklene har indusert i cellene.

Vi skulle ogsa se pa de partikkelutsatte cellene 1 mikroskop etter & ha farget dem med en
blanding av Hoechst og propidiumjodid. Vi kunne da se hvor stor andel av cellene som
hadde gjennomgétt nekrose eller apoptose.

Til noen av cellekulturene tilsatte vi ogsé to ulike MAP-kinasehemmere. Vi skulle se om
dette pavirket IL-8 produksjonen, ettersom MAP-kinasene kan vere viktige 1 syntesen av

cytokiner.

2. Materialer og metode
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2.1 Min-u-sil, A549 celler, MAP-kinase hemmere

Vi eksponerte A549 celler med Min-u-sil, et kommersielt produkt som bestar av naturlig,
krystallinsk silika (kvarts). Vi brukte Min-u-sil med en gjennomsnittssterrelse pa under 5
um i diameter.

AS549 celler er en human alveolar cellelinje. De synes a stamme fra type Il cellene 1 lungen.
Type II cellene er de sekretoriske cellene i alveolene, og de produserer blant annet
surfaktant, en vaske bestadende av ulike proteiner og lipider som er med pé & redusere
overflatespenning i alveoler. Vi brukte to typer hemmere i forsekene. Hemmeren PD98059
er en spesifikk hemmer av MAP-kinsen ERK, mens hemmeren SB202190 hemmer en
annen MAP-kinase, p38. Disse MAP-kinasene er svert viktige 1 signalkaskaden som gir
syntese av IL-8.

2.2 Dyrking av celler

For a kunne se hva som skjer ndr lunger blir eksponert for kvarts, trenger man levende
celler. Vi dyrket A549 celler i Ham F12 medium med 10% inaktivert fotalt kalveserum og
eksponerte med Min-u-sil pa felgende mate:.

1) Skiftet til serumfritt medium

2) Tilsatte 50 uM PD98059 og 5 uM SB202190 til cellekulturen

3) Partikkellosningen (5 mg/ml) lages i medium uten serum og settes i ultralydvannbad
130 min like for tilsetting

4) Etter 1 times forbehandling med hemmere ble forskjellige konsentrasjoner med
partikler tilsatt. Serum ble tilsatt til kulturene etter ytterlige 1 time. Serum er naring
for cellene.

2.3 Hosting av medium og celler

1) Tar av 50 pl av mediet og fortynner med
PBS, som star for “phosfate buffered salin” og settes pa is.
Lesningen sentrifugeres ved 1000 rpm i 10 min. Dette vil fjerne dede celle som vil
ende opp 1 bunnen av eppendorfrer som en “pellet”

2) Supernatanten tas over i nytt eppendorfrer som sertrifugeres na pa 10000 rpm i 10
min. Dette vil fjerne andre partikler som man ikke er interessert i.

3) Supernatanten overferes til 2 andre rer som oppbevares i -70 C.
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2.4 Analyse av IL-8 (ELISA)

Metode ELISA blir ogsa kalt ’sandwitch” metoden, og er en mye brukt metode i
cellebiologi. Hensikten med denne metoden er 4 kunne f& malt konsentrasjon til et ensket
protein.

Teori:

ELISA metode gér ut pa & bruke antistoffer spesifikt for ensket protein, i vér tilfelle IL-8.
For & fa antistoffer, brukes kanin/mus. De infiseres med det antigenet man vet vil gi en
immunologisk reaksjon der dyret vil danne ensket antistoff.

Man har to typer antistoffer i denne metoden, “’capture antibody” og “’detection atibody”.
Man fester en marker, streptavidin HRP” til ”detection antibody”. ”Streptavidin-HRP” vil
avgi en bla farge nar man tilsetter TMB kromogen. Det er denne fargedannelsen man da
maler 1 spektofotometer og kan avgjere konsentrasjonen til ensket protein.

Fremgangsmate:

1) Far utlevert primert antistoff vi tilsetter i mikrotiterplater i en ’coating buffer” og
lar det ligge 1 24 timer.

2) Coating buffer fjernes og ’blocking buffer” tilsettes i 2 timer. ”Blocking buffer” har
den egenskap a feste seg til veggen péd brennen og andre steder som uspesifikt
binder antistoffer.

3) "Blocking buffer” fjernes og preven/standard tilsettes. Samtidig tilsettes”detection
antistoff".Lar dette std 1 2 timer.

4) Innholdet i brennene fjernes og “streptavidin-HRP” tilsettes. Lar dette sta i 30 min.

5) Tilsettes TMB- kromogen og en bla farge utvikles raskt.

6) Stopplesning tilsettes for & stoppe reaksjon og males innen 2 min pé
spektrofotometer.

2.5 Preparering av celler til mikroskopi

Mediet tas av skélen og cellene vaskes med PBS for trypsinering. Nér cellene har losnet
stoppes reaksjonen med FKS. Cellene og mediet blandes for sentrifugering.Vi sentrifugerte
de hestede cellene og leste opp pelleten i 500 ul medium med 20 % FKS. Deretter tilsatte
vi 10 pl av en fargeblanding og satt rerene meorkt 1 30 minutter for vi sentrifugerte pa nytt.
Deretter laste vi pa nytt pelleten i 30 ul FKS. Vi strek ut 3 driper av celleblandingen pa et
objektglass og dro drdpene utover for vi terket utstrykene. Deretter kunne vi se pé cellene i
fluorescensmikroskop.
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Fargeblandingen vi brukte besto av propidiumjodid (0,25 mg/ml) og Hoechst33342 (0,5
mg/ml). Begge disse binder seg til DNA 1 cellene, men Hoechst gér over membranen 1
levende celler mens propidiumjodid bare kan entre cellene ved membranskade. Vi kunne da
se forskjell pa levende og dade celler ettersom de viable var farget bld mens de dede var
farget rode.

Vi talte deretter cellene for a finne hvor stor andel som hadde gjennomgétt nekrose i de
forskjellige celleprovene.

3. Resultater og diskusjon

3.1 Resultater fra IL-8 konsentrasjonsmaling

Konsentrasjonen av IL-8 1 de ulike provene malt med ELISA-metoden. Konsentrasjonene er
et gjennomsnitt fra tre paralleller fra en prove.

Minusil pg  Kontroll pg + PD pg + SB pg

0 1014,5 600,65 963,52
200 1717,5 830,65 1148,7
400 2487,3 1192,1 1390,3
600 1671,3 1522,8 1891,4
800 1760,4 1120,5 2061,8
1000 1364 859,29 1919,6
Grafisk fremstilling:
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3.2 Resultater fra celletelling

Telte celler uten hemmer

Dade celler
19 280 6
45 255 15
46 254 15
78 223 26
70 230 23
135 165 45
Telte celler med PD
Dade celler
23 277 8
46 254 15
49 251 16
75 225 25
98 202 33
128 172 44
Telte celler med SB
Dade celler
25 275 8
50 250 17
62 238 21
91 209 30
79 221 26
92 208 31
50
45
40 /.
35 //
30 - = Serie3
25 / /=>v —e— Serieb
20 —— Serie9
15 —
10
sl 7
0 L
2 3 4 5 6 7 8

Serie 3: uten
hemmer

B ncd

hemmer PD
Serie 9: med

hemmer SB
Y -aksen viser
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prosentandel dede celler, mens X-aksen viser provergrene med gkende konsentrasjon
partikler.

I forsekene der vi malte IL-8 konsentrasjonen ved hjelp av ELISA-metoden, sa vi at preven
som besto av A549-celler uten hemmer viste en gkning med ekende min-u-sil
konsentrasjon inntil cirka 400 pg. Deretter falt IL-8 konsentrasjonen (Fig.1). Dette kan
skyldes den ogkte dedeligheten av cellene ved stigende partikkelkonsentrasjoner, spesielt
over400 ng (Fig.2).

I provene der ERK-hemmeren PD98059 var tilsatt, sa vi en mindre ekning 1 [L-8
konsentrasjonen sammenliknet med preven uten hemmer. Denne hemmingen var spesielt
fremtredende ved 400 pg Minu-sil. Dette kan tyde pé at induksjon av IL-8 delvis skjer via
ERK. Uheldigvis reduserte PD98059 ogsa den basale IL-8 produksjonen, som gjor at
resultatene er noe vanskligere a tolke.

I provene der p38-hemmeren SB202190 var tilsatt, sé vi ogsa en betydelig hemming av IL-8
produksjonen etter eksponering for Min-u-sil i konsentrasjoner opptil 400 pg. Basalnivaene
av IL-8 var ikke pavirket (Fig.1). Dette viser at p38 er involvert i Min-u-sil indusert IL._8
okning. Ved heyere konsentrasjoner enn 400 pug Min-u-sil sé vi ingen hemming av IL-8.
(fig.2) Provene som var tilsatt hemmer viste en gkning 1 IL-8 konsentrasjon ved partikkel-
konsentrasjoner hvor preven uten hemmer viste sterk nedgang. Vi er usikre pé hva dette
skyldes. Det kan ha sammenheng med at hoy konsentrasjon av IL-8 skaper en stressrespons
hos cellene som kan resultere i apoptose eller nekrose.

Da vi telte cellene for & finne prosentandelen dede celler, sd vi at alle provene viste en sterk
okning 1 dedelighet etter hvert som partikkelkonsentrasjonen ble sterre. Vi sa ingen store
forskjeller 1 dodeligheten mellom prevene, men SB synes & pdvirke dedeligheten ved
hayeste partikkelkonsentrasjon. Etter forventningene skulle det vaeere mindre nekrose og
apoptose 1 provene tilsatt hemmer, ettersom stressresponsen som skyldes IL-8 blir mindre 1
disse provene. Resultatene var derfor ikke helt etter vare forventninger. Dette kan skyldes at
andre cytokiner som produseres ved immunologisk reaksjon ogsa gir stressrespons og
pavirker cellenes dedelighet.

4. Konklusjon

Resultatene vére viser at Min-u-sil eksponering forer til en ekning i IL-8 produksjonen i
epiteliale lungeceller. Dette kommer frem i figur 1.

Hemming av MAP-kinasene ERK og p38 ferer til lavere produksjon av IL-8.

P38-hemmeren SB synes 4 redusere cellenes dedelighet.
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ELISA.

ELISA av humane 11.-8 og IL-6

» Man bruker medium som blir tatt av (ofte i forbindelse med trypsinering) og lagret ved -70°C.

Disse proven inneholder 50 ul av mediumet og ble tilsatt 450 pul PBS (10 gangers fortynning).
1 dette mediumet er det et signalstoff, cytokiner, som skal males.

— Les alltid oppskrifien og se pd konsentrasjonene av antistoff og andre lgsninger.

Coating.
- Tilsett 10 pl capture antibod (coating) til 11 ml coating- buffer A (10ul/10 ml = 1,0pg/ml).
Skyl tippen godt i bufferen. Bland s& man far en homogen blanding.

- Tilsett 100 pl av den fortynnede coating- lgsningen til hver brenn pé brettet.
- Sett brettene 1 kjeleskap og la de sta der i minst 24 timer.

“Antistoff.” ) ST

- Tom ut coating- lesningen og bank brettet mot cellevatt.

Brettene ma aldri sta lenge terre.

Tilsett 300 pl blocking- lesning i hver brenn for & ”stoppe™ capture antistoff. Bruk aldri
blocking buffer som har vart oppbevart over lengre tid. Det blir fort vekst i denne bufferen.

La brettene std i to timer med blocking- buffer i romtemperatur eller lengre tid i kjoleskap (et
degn eller mer)., med lokk.

Fortynn IL-8 prevene (1:9=100 gangers fortynning?) med den lesningen pravene er fortynnet
1 forste gang (PBS?). Denne bufferen brukes ogsé ved fortynning av standard.
IL-6 méles ofte med en 10 gangers fortynning eller ufortynnet.

Lag standardprever til standardkurven.

IL-8:

- 100 pl standard lesning ( a 10.000 pg/m!) blandes med 900 pul Assey- buffer/PBS e.l. (til
sammen 1000 pl (a 1000pg/ml)) i rer merket med 1000 (de andre rerene merkes med 500,
250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 0).

Fordel 500 ul PBS e.l. 1 hvert av da andre rerene som skal brukes tit standardkurve

" Qverfor 500 ul fra det forste roret til det neste (merket 500).
Bland godt.

Overfer til neste ror.

Gjenta prosedyren til siste nor. NB: rer merket med 0 skal bare inneholde 500 pul Assey-
buffere/PBS e.l. Rer merket med 7.8125 vil da inneholde 1000 ul til sammen.

IL-6:
- Bland 40 pl standard (a 10.000 pg/ml) og 960 Assey- buffer/PBS (til sammen 1000ul) i rer
merket med 400(dvs. 400 pg/ml).

- Tilsett 500 pl Assey- buffer/PBS til hvert av de andre rarene (merket 200, 100, 50, 25, 12,5,
6,25, 0).

- Overfor 500 l fra rer merket med 400 og fortsett slik helt ned til ror merket med 6,25(rer 0
skal ikke inneholde standard). Rer 6,25 inneholder ni 1000 pl. }7%

Heidi Skjenhaug Hopen.
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ELISA.

Bland godt.

Lag et begerglass med 4 pl detection- antibody (biotinylated sekundzrt antistoff) pr. brett
(nytt antistoff mars —03). (gammelt:0,5 pl/ 5-6 ml PBS/Assey buffer)

Tem av blocking- buffer.

Skyll 4 ganger med vaske- buffer (ca 400 ul vaske- buffer i hver brenn = full brenn).
Bank brettet mot cellevatt. A

Sett pa 100 ul av standarden pa brettet. Z paralleller av hver konsentrasjon.

Overfer 100 pl prove til brettet.

Husk & merke godt sa du vet hvem prave som er i hvilken bronn!

Tilsett 50 pl av detection- lesning til hver brenn (til standard og prevene).

La brettet std med lokk pd i to timer med forsiktig bevegelse.

‘Lag en losning med 0,5 ul strept- HRP/11 ml PBS. Denne finnes i -20°C fryseren.

(gammelt: 4 pl Strept. HRP( streptavidin-Horseradish Peroxidase Conjugate) /11 mi PBS ) til
hvert brett. Dette stoffet er felles for bade IL..6 og IL.8. Nytt strept HRP stér i fryseren.

Tom ut innholdet i brenne.

Vask 4 ganger med vaske- buffer.

Bank av pé cellevatt.

Tilsett 100 ul Strept. HRP til hver brenn.
La det std i 30 minutter i romtemperatur.
Vask 4- 5 ganger.

Lag TMB (tetramethyl benzidine) rett for bruk:
‘ 6 mg TMB stokk/ml DMSO (kan oppbevares i kjeleskap)
200 ul TMB 1 DMSO/11 Citrat buffer
2,2 ui 30 % H,O, (tilsettes like fer bruk!)

Tilsett 100 ul TMB- substrat i hver brenn, bla farge utvikles.
Settes morkt pa forsiktig risting i ca 5-15 minutter (en visuell vurdering ma gjeres).

; . Se pd brettene ca hvert 5. minutt for & kontrollere fargeutviklingen.

Etter max 30 minutter tilsettes 50 pl stopp solution til hver brenn. Dette er IM H,SO, (fargen

o blir gul).
- @M3l absorbansen pa spektrofotometer(450nm). Malingen BURDE males innen 2 minutter for

best resultat.

Heidt Skjenhaug Hopen.



Effekten av CYP1A1 hemmeren

o-naftoflacon (ANF)
pa benzo(a)pyren (B(a)P)
og syklopentapyren (CPP)
indusert apoptose

ved

Solveig Aamot og Jostein H. Bakke

Veiledere: Jorn A Holme
Anita Solhaug

59



PAH og CYP1A1

Polysykliske aromatiske hydrokarboner (PAH) er en gruppe molekyler som er bygget opp
av et ulikt antall benzenringer 1 ulike konformasjoner. De to molekylene vi har undersokt i
dette prosjektet er benzo[a]pyren (B[a]P) og syklopenta[c,d]pyren (CPP).

N ! b b, A o
T R R T T TR T
1 1.7 )
%/——4 L A
CPP
B[a]P

Disse molekylene er begge substrater for cytokrom P450-enzymer av type CYP1AI.
CYP1AL1 gker molekylenes affinitet for DNA.
CYP1ATl-aktivering av B[a]P skjer ved epoksidering og hydroksylering:

Biay region

banzof ajpyrenc {+} hanzola)opyrens
| T B-oxida

Eqoxide
hydraleca
HO
oH
(=] henzola)pyeEne {+) benzolalpyrens
7 8-dihydrodicl T, 8-dinydrodiel-9, 10-e poxide

1

De aktiverte PAH-forbindelsene binder seg til guanin i DNA, slik at det dannes klumper i
DNA-molekylet pga PAH-molekylenes storrelse. De skader altsd DNA-molekylet ved a
endre dets form.
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Vanligvis fjernes disse klumpene pd DNA-trdden ved hjelp av et repara-sjonssystem
bestaende av restriksjonsenzymer, DNA-polymerase og DNA-ligase.

Hvis derimot skader overses av reparasjonssystemet eller hvis antallet skader er heoyt, vil det
kunne skje mutasjoner eller igangsettes apoptose.

Apoptose og nekrose

Apoptose er en kontrollert form for celleded. For at vev skal holdes friskt ma av og til noen
celler do og nye, friske celler ta deres plass; apoptose igangsettes da i de foreldede, darlig
fungerende cellene.

Det hender ogséd, for eksempel under fosterutvikling, at noen celler ikke lenger er
nedvendige for organismen. Eksempler pa dette er 4 finne i utviklingen av menneskefostre;
i de tidlige stadier har fostre hud mellom fingrene; etter hvert igangsettes apoptose i disse
cellene slik at de forsvinner — mellom fingrene vére har det altsa vert hud, men cellene som
utgjorde den gjennomgikk en programmert ded.

Det samme gjelder halen til rumpetroll, som heller ikke er tilstede i en voksen frosk.

Apoptose skiller seg vesentlig fra den andre typen celleded; den mer dramatiske nekrosen.
Nekrose inntrer oftest pd grunn av akutt skade, for eksempel svart store fysiologiske
endringer som forer til ekstreme forstyrrelser 1 ionebalansen eller skade forarsaket av virus.
Nekrose krever ikke energi.

Plasmamembranen odelegges slik at cellen tar inn vann og sveller opp. Etter tilfeldig
(usystematisk) nedbrytning av DNA og edeleggelse av proteiner i cellen, sprekker den slik
at innholdet ’seles” ut over omgivelsene, noe som forer med seg en inflammatorisk respons
1 vevet.

Apoptose er derimot en energikrevende dod som forutsetter aktivering av bestemte gener og
proteiner, slik at cellen brytes ned fra innsiden mens plasmamembranen holdes intakt
gjennom hele prosessen. Cellen krymper, kjernen og kromatinet kondenseres og etter hvert
fragmenteres cellen i mindre biter, apoptotiske legemer, som fagocyteres enten av
makrofager eller naboceller. DNA 1 apoptotiske celler fragmenteres pd systematisk vis —
dette kommer vi tilbake til ved forklaring av DNA-laddering.

Det hender at apoptotiske celler har for lite energi til & fullfere prosessen — da glir
apoptosen over i nekrose. Slike celler kalles apoptotisk-nekrotiske.

Det er to mater apoptose kan igangsettes pd; signalene som initierer prosessen kan enten
komme fra cellens omgivelser (naboceller, for eksempel) og aktivere sakalte dedsreseptorer
pa cellens overflate, eller de kan komme fra cellen selv.

Uansett opprinnelse er det kaspaser som fordrsaker nedbrytningene av cellens innhold ved
at de kloyver proteiner, bl.a. et protein som vanligvis holder DNase inaktivt, slik at DNase
frigjores til & kutte opp cellens DNA. Kaspasene kloyver ogsd hverandre, og med dette
aktiverer de ogsd hverandre. Det oppstér altsd en kaspase-kaskade inni cellen som gjor at
dens innhold brytes ned effektivt.
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PAH og apoptose

For at cellesyklusen skal kunne ga over i S-fase (replikasjonsfase) ma DNA vere uskadd.
Kort fortalt aktiverer DNA-skade, i vart tilfelle klumping pd DNA pa grunn av PAH-
molekylers binding til guanin, p53-genet som enten forer til at cellesyklusen stopper opp
slik at skadene kan repareres eller, hvis skadene er for omfattende til & kunne repareres, til
igangsetting av apoptose.

Cellen tar altsd pa en mate selvmord i stedet for & la mutasjoner akkumuleres.

P53-genet er dermed meget viktig for & forhindre at mutasjoner akkumuleres 1 cellens
genom. Mutasjoner 1 p53-genet forekommer i omtrent halvparten av alle kreftformer som
rammer mennesket!

Vi skulle altsd 1 dette forseket undersgke apoptose fordrsaket av PAH-molekyler, som kan
forarsake DNA-skader.

Det er et eksempel pa apoptose indusert av cellens egne, indre signaler, og ifelge den
radende teorien er det da folgende som skjer:

p53 aktiverer transkripsjon av gener kodende for proteiner som forer til at bl.a. cytokrom ¢
slippes ut fra mitokondriene. Cytokrom c binder seg til proteinet Apaf-1 som aktiverer
kaspase 9, og dermed er det i gang.

Hemming av CYP1A1

a-naftoflacon hemmer CYP1A1 enzymet, og en mulig mekanisme er konkurerende
hemming for substrat. Stoffet induserer dermed CYPI1AL.

Forklaring av anvendte metoder og tolkning av resultater

Pa tre forskjellige mater undersokte vi effekten av CYP1A1-hemmeren

a-naftaflavon (ANF) pa grad av apoptose. Vi brukte to ulike polyaromatiske

hydrokarboner — benzo[a]pyren (B[a]P) og syklopentapyren (CPP) — som
apoptoseinduktorer, og observerte forskjeller mellom disses evne til & forarsake apoptose
og/eller evt. nekrose.
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Cellene vi brukte som “forsekskaniner” var fra cellelinjen Hepa 1clc7 dyrket frem fra
museleverceller.

De tre ulike metodene vi benyttet:
1. DNA-Iaddering
2. Flowcytometri
3. Mikroskopi

DNA-laddering

Kaspaser aktivert 1 apoptosefasen klgyver mange av cellens proteiner, deriblant et som
vanligvis binder seg til og holder en type DNase inaktivt. Denne DNasen kutter DNA opp i
fragmenter pa multipler av ~180 basepar.

Kjerer man en elektroforesegel vil man altsa kunne se forskjell pd en prove fra en frisk og
en apoptotisk celle; DNA fra den apoptotiske vil fremsta som

en stige av band med fragmenter pd X ganger ~180 basepar (derav den engelsek
betegnelsen laddering), mens DNA fra den friske cellen vil ligge som en samlet klump naer
gelens brenn.

Vi vurderte altsa effekten ANF ved & se i hvilken grad DNA i cellene tilsatt denne
hemmeren var fragmentert i forhold til DNA 1 celler med uhemmede CYP1Al-enzymer.

RNA kuttes opp med en RNase for gelelektroforesen, s de sm& RNA-fragmentene vil vere
synlige langt borte fra brennene, pa bildet under vises de som sma skyer lengst opp pé
gelen.

Innholdet 1 hver prove (prove 1 ble pipettert ned 1 brenn 1 osv.) er som folger:

Prove 1: Hepa 1clc7-celler kontroll 1
Prove 2: Hepa 1clc7-celler + ANF kontroll 2
Prove 3: Hepa 1clc7-celler + 20 uM B(a)P

Prove 4: Hepa 1clc7-celler + 20 uM B(a)P + 25 uM ANF
Prove 5: Hepa 1clc7-celler + 30 uM CCP

Prove 6: Hepa 1clc7-celler + 30 uM CCP + 25 uM ANF

Resultat av gelelektroforesen:
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Helt til venstre: molekylcervektstige

Prove 1 og 2: Ingen fragmentering, altsd ingen apoptose.
Prove 3 og 4: Feil under tilberedning av prover for gelelektroforese. '

Prove 5: Forholdsvis hey grad av fragmentering (laddering), noe som tyder pd
apoptotisk DNase-aktivitet.
Prove 6: Mindre fragmentering enn i prove 5.

Her kan man si preve 5 mot prove 6 er de mest interessante.

Siden ANF her har hemmet CYP1A1l-enzymene i prove 6, tyder resultatet

pa at CPP lettere forarsaker apoptose nar det har blitt metabolisert vha.

CYPIAL.

I folge resultatet fremmer altsd CYP1AT1 apoptose.

Men likevel er det i prave 6 i forhold til i de to kontrollene mye

fragmentering. Dette tyder enten pa at [ANF] var for liten 1 forhold til [CYP1AI] til & f&
tilstrekkelig hemming, eller at ikke all induksjon av apoptose nedvendigvis er CYP1A1-
avhengig — at CPP kan ha indusert apoptose uten innvirkning av CYP1A1-enzymer.

Flowcytometri

Et flowcytometer maler cellenes fluorescens etter de har blitt tilsatt det DNA-bindende
fargestoffet Hoechst 33258 (ogsd kalt H258). Siden H258 ikke kan passere

' Pa Folkehelseinstituttet mente de ujevn fordeling av ultralydbelger pa hver av prevene ved sonikering kunne
ha skylden for dette. Flere av de ansatte som benyttet denne metoden fikk sporadisk slike resultater pa
tilfeldige DNA-prover.
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cellemembranen, ma cellene forst behandles med en detergent, vi brukte Triton X-100, som
gjor membranen permeabel for fargestoffet.

Celler i de ulike delene av cellesyklusen har ulike DNA-mengder.

Etter Gi-fasen folger replikasjonsfasen (S-fasen), deretter Go-fasen. Celler i Gp-fasen vil
derfor ha dobbelt s& mye DNA som de i Gi-fasen, mens celler i S-fasen vil ha en DNA-
mengde som ligger et sted mellom de to, avhengig av hvor langt i S-fasen de ulike cellene
har kommet.

Det fluoriserende signalet fra hver celle vil da vere proporsjonalt med mengden DNA i
cellen.

I tillegg til fluorescens males cellenes lysbrytning. Dette malet sier noe om cellens volum
(starrelse).

Cellene kjores en etter en gjenneom et syltynt ror inn i flowcytometeret, som maéler hver
celles fluorescens og lysbrytning. Ut fra de standarder som er programmert 1 det tilherende
dataprogrammet, bestemmes andelen apoptotiske celler samt andelen celler i de ulike deler
av cellesyklusen, og man kan fi en grafisk fremstilling av dette.

Resultatene av flowcytometrien:

Provenes rekkefelge (innhold) er likt som for gelelektroforesen. Det samme gjelder
mikroskopien (se lenger ned).

Prove Apoptotiske/nekrotiske |Celler 1 Gi-, G-, S- og
celler M-fasen

1 og2 8 % 92 %

3 30 % 70 %

4 31 % 69 %

5 38 % 62 %

6 22 % 78 %

Prove 1: 5556 talte celler Prove 5: 682 talte celler

Prove 3: 2134 talte celler Prove 6:234 talte celler

Prove 4: 437 talte celler

Da vi hadde sa fa celler i noen av provene (dette kan skyldes mangel pa risting/blanding av
losningen vi tok cellene fra — de fleste av cellene 14 muligens igjen pd bunnen av rerene), er
det vanskelig & med sikkerhet trekke konklusjoner fra forsgket. Vi ventet for eksempel & fa
en lavere prosentandel apoptotiske celler 1 prove 4 enn 1 prove 3.

CPP i preve 5 har flere apoptotiske celler enn CPP med ANF i prove 6, men som sagt gjor
det lave antallet celler i1 enkelte av provene det umulig & trekke noen sikker konklusjon.

Grafisk sammenligning av preve 1 og 3:

65



Kontroll 1:

Mange celler 1 Ga-fasen,
ganske mange i G- og M-
iJ] fasen og noen fa i S-fasen.

Meget fa celler er apoptotiske.

{ De storste cellene 1 omradet
som viser celler med lavt
DNA-innhold kan  vere
nekrotiske.

Celler tilsatt B[a]P:

Fortsatt mange celler i Gi-fasen, men svert
mange apoptotiske celler, en god del i S-
fasen og fa i G- og M-fasen.

Det at det er sépass fa celler 1 Go-fasen kan
skyldes celle-syklusstans for M-fasen for a
reparere skadene som B[a]P har forarsaket.

Mikroskopi

For at de ulike cellenes tilstander skulle bli ~ Yolun
tydelige for det blotte oyet, tilsatte vi to
fargestoffer; propidiumiodid (PI) og Hoechst

33342 (H342).

PI kan ikke passere cellemembranen og vil derfor ikke g inn 1 friske og apoptotiske celler.
Siden membranen til en nekrotisk celle er edelagt, vil derimot PI gé inn i nekrotiske celler
og farge nukleinsyrene rede.
Det hender ogséd at membranen til apoptotiske celler odelegges i de sene stadier av
apoptosen — slike celler kalles apoptotisk-nekrotiske — og dermed vil PI farge det
kondenserte kromatinet redt.

H342 passerer intakte cellemembraner og farger DNA blatt.

Altsa ser man en frisk celle som jevnt bléfarget, kjernen gjerne tydeligst, en apoptotisk celle
vil ha en langt mer intenst lysende kjerne i og med at DNA er kondensert, mens en
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nekrotisk celle far redfarge og er stor i forhold til de andre cellene da den nekrotiske
prosessen involverer svelling av cellen.
De store, rode cellene med intense kjerner er apoptotisk-nekrotiske.

Den gverste cellen pa bildet er apoptotisk, og har
tydelig gjennomgatt en del fragmentering, man
kan tydelig se flere apoptotiske legemer.

Cellen nederst er en vanlig, frisk celle.

Vi talte 126 celler 1 hver prove, og fikk folgende prosentfordelinger:

Prove Celletilstand
Frisk Apoptotisk | Nekrotisk | Ap.-nek. Sum ap. + nek. +
ap.-nek.

1 92 % 2% 6 % - 8 %

2 84 % 2% 13 % 1% 16 %

3 25 % 13 % 31 % 31 % 75 %

4 71 % 10 % 2% 17 % 29 %

5 63 % 10 % 10 % 17 % 37 %

6 86 % 8 % 6 % - 14 %

Grafisk fremstilling av verdiene; sum i prosent av apoptotiske, nekrotiske og apoptotisk-
nekrotiske celler pr. prove:

80 %

70 % -

60 % -

50 %

40 %

30 %

% ap. *+ nek. + ap.-nek.

20 %
10 %
0% ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Konklusjon

DNA-ladderingen viser at CPP forer til apoptose og at ANF hemmer graden av apoptose.
Siden ANF hemmer CYP1Al, viser dette at CPP-indusert apoptose er avhengig av
CYP1ATl-aktivitet.

Selv om enkelte av resultatene fra provene flowcytometrien er noe upalitelige, konkluderer
vi med at ANF har evnen til 4 nedsette graden av PAH-indusert apoptose.
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1.1

1.2

Innledning

Malsetning

Hensikten med oppgaven var & underseke toksisiteten til det pyretroide insekticidet
a-cypermetrin pa meitemark, med dedelighet, vektendring og reproduksjon som
endepunkter. Disse endepunktene inngér i standardtester for undersekelse av
toksisitet av kjemikalier og pesticider pd meitemark, og en av disse standardtestene

ble benyttet.

Toksisitetstesting og endepunktvalg

For risikovurdering av kjemikalier og pesticider er toksisitetstesting pa forseksdyr 1
laboratoriet med bestemmelse av dose-responsforhold, NOEC- og ECx-verdier et
uvurderlig verktoy. Resultatene fra slike tester gir mesteparten av grunnlaget til
lovgivning om og regulering av bruk av pesticider. Det er derfor viktig & ha
standardiserte tester, en testorganisme som er sensitiv for testkjemikalien, og som er
en gkologisk relevant og typisk representant for det miljoet som skal beskyttes. I
tillegg er det viktig & velge endepunkter som gjenspeiler det aktuelle stoffs toksisitet

overfor forsgksdyret.

Generelt ved utforming av en laboratorie-toksisitetstest ma folgende parametere tas
med i betraktningen; reproduserbarhet, praktiskhet, validitet og relevans. Med
reproduserbarhet menes at repetering av testen vil gi lignende resultater. Dette kan
testes 1 sdkalte ring-tester, hvor samme substans testes flere steder etter samme
retningslinjer. At testen er praktisk inneberer at den er lett & utfore, slik at man far
faerrest mulig feilkilder. A sikre testens validitet kan innebzre 4 sette bestemte
validitetskriterier for parametere som kroppsvekt og antall overlevende individer for
a sikre at testresultatene meter en viss standard. At testen har relevans inneberer at
de valgte endepunktene i laboratorietesten er passende i forhold til det naturlige

miljoet.
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Det finnes to standardlaboratorietester for toksisitetstesting av pesticider pd
meitemark; en for testing av dedelighet' og en for testing av reproduksjon’. I begge
testene inngér ogsd kontroll av vektendring. Test for dedelighet uttrykt som LCsg er
tradisjonelt mest anvendt for standardtesting i laboratoriet og brukes i
pesticidgodkjenningen®. Testen er bade reproduserbar og praktisk, og endepunktets
relevans i forhold til felten er hayt. Test pd meitemarkens reproduksjonsevne er et
mer sensitivt endepunkt for testing av kronisk toksisitet. Reproduktiv suksess kan
undersokes pé flere mater; ved antall kokonger, antall juvenile, vekt av juvenile og
kjennsmodning. Av disse er det bare antall juvenile og antall kokonger som bade er
praktiske nok og sensitive og valide nok til & brukes i noe serlig utstrakt grad. Det
aller beste er a teste for antall juvenile, for da testes ikke kun for reproduktivitet,
men ogsd for de juveniles levedyktighet. Endring i kroppsvekt som endepunkt er
ikke like klart definert som dedelighet og reproduksjon. Det kan vare noen sterre
problemer i forhold til registreringen av dette endepunktet (f.eks. nir noen av
testdyrene der), men ndr visse validitetskrav stilles viser det seg at kroppsvekt er et
veldig presist og sensitivt endepunkt. Derimot er det uklart hvor stor biologisk

relevans vektendringen har.

I standardtestene uttrykkes resultatene i form av LCsy- og ECx-estimater og NOEC-
verdier. LCsg er den estimerte konsentrasjonen av en testsubstans som vil forarsake
ded hos 50% av forseksdyrene. ECx er den estimerte konsentrasjonen av
testsubstansen som vil forarsake X % effekt hos forseksdyrene . F.eks. vil ECy for
reproduksjon med antall kokonger produsert som parameter vare den
konsentrasjonen hvor det produseres 10% farre kokonger enn i kontrollen. NOEC
(No observed effect concentration) er den hoyeste testsubstanskonsentrasjonen som
ikke gir noen statistisk signifikant effekt. Det er LCsy, ECso og NOEC som blir

benyttet innen lovgivning om og regulering av bruken av pesticider.

' OECD Guideline no. 207

2180
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1.3 Pyretroide insekticider og a-cypermetrin
Syntetiske pyretroidene er en viktig gruppe av syntetiske insekticider som er mye
brukt i norsk landbruk. De springer ut fra en mye eldre klasse botaniske insekticider;
pyrethrum, en blanding av pyretriner, cineriner og jasmoliner ekstrahert fra
pyrethrum-blomsten; Chrysanthemum cinerariaefolium. Disse stoffene ble etter alt &
demme oppdaget av kineserne for omkring 2000 ér siden, og har vaert i utstrakt bruk
siden da. De har vert hoyt verdsatt pd grunn av sin heye toksisitet hos insekter, fordi
insektene ikke utvikler noen toleranse mot dem, og fordi de ikke er toksiske for
pattedyr. Utviklingen av de syntetiske pyretroidene har kommet som en respons pa
at ettersparselen etter pyretroide insekticider eksploderte i lopet av 1900-tallet, og at
de naturlige pyretroidene er forholdsvis ustabile 1 lys og luft. Hapet var a utvikle
analoger med hoyere fotokjemisk stabilitet, lav toksisitet overfor pattedyr og hoyere

selektivitet for malartene.

Pyretrinene er alle bygget opp rundt en krysantemumsyre- eller en

pyretrumsyrekjerne (figur 1).

E o CoH - R =CH., chrysathermic acid
\lﬁ E =C0CH., prrethiic acid

Figur 1. Strukturformel av krysantemumsyre og pyretrumsyre

I de syntetiske pyretroidene er det gjort diverse substitusjoner som har gitt nettopp

de egenskapene man var pa jakt etter.

De syntetiske pyretroidene deles inn i to klasser; Type [-pyretroider har ikke en a-
cyanosubstituent, og forarsaker forgiftningssymptomer hos insekter som rastleshet,
darlig koordinasjon, utmattelse og paralysering, mens Type II-pyretroidene har en a-
cyanosubstituent og gir symptomer som intens hyperaktivitet, mangel pa
koordinasjon og kramper. a-cypermetrin er en type II-pyretroid. Disse virker ved a

forlenge tidskonstanten for inaktivering av natriumkanaler i nerveceller, slik at det

* Advances in earthworm ecotoxicology
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kan ga fra flere hundre millisekunder og opptil sekunder lenger enn normalt for
kanalene inaktiveres. Dette forarsaker en vedvarende depolarisering og repetitiv
fyring av aksjonspotensialer og forer til alvorlige forstyrrelser 1 nervesignaliseringen

og ved haye doser irreversible skader 1 nervesystemet.

X b
e JORINE §©
(1R, trans) K@* (1R, trans)
> =
o h cl
\_é' -""l‘a
e e e
CIs
(1R, cis 4N (1R, cis) H CN
{2}
F F
Z-‘ C00,,, @ )_\" Coo.f,,/(@ ,@
Cly $ o
o’ o o
(15, trans) («R) (1S, trans) (aS
cl & cl &
>=%/coo ,@ \F%,COO @
ol *, 0 cl O
H CM H CN
(15 cig) {«PR) (1S,cis)  («5)

Figur 2. Isomerer av cypermetrin, de to isomere formene av a-cypermetrin er uthevet.

a-cypermetrin er betegnelsen for to av isomerene til forbindelsen cypermetrin (D-
og G-isomerene). De har molekylarformelen C,,H 9ClL,NO3, og strukturene er vist i

figur 2. a-cypermetrin er hydrofobt, med en meget hoy oktanol-
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vannfordelingskoeffisient, log Pow = 5,16, og det har hey adsorpsjon og lav

mobilitet i jord. a-cypermetrin har lav fotolytisk nedbrytning og er relativt stabilt i

neytral og sur pH, med DTso péd mellom 14 og 179 dager avhengig av temperatur og

dose. Derimot hydrolyseres stoffet raskt i basiske miljoer, med DTs pd 2,9 timer

ved pH 9°.

I organismene brytes a-cypermetrin og andre pyretroider ned av hydrolytiske

enzymer, muligens av uspesifikke mikrosomale karboksylesteraser. I tillegg er det

mikrosomale monooksygenasesystemet viktig i detoksifiseringen. Hvordan

detoksifiseringen foregar spesifikt hos meitemark vet vi ikke, men i figur 3 vises

biotransformasjonen i rotter.

’ O
cl
I OHE
! CH

cl

ol PE&
ey
glue
HOOC @ SDEQH
= . Il
4'HO-PBA [G]
cl
HO
glue = glucuronic acid conjugate
[rmirar pathway)
#0,0H = sulfate conjugate
| Alpha-cypermethirin I¥. Alpha-cyano-3-[4-hydrosyphenosy] benzyl 3-(2,2-dichloravingl)-
II. 3-Phencybenzoic acid 2,2-dimethyl-cyclopropane carbowylate
Wll. 3-[4-Hydrowyphenosy) benzoic acid [sulfate or glucuronate conjugate) W, Alpha-cyano-[4-hydrosyphenosy] benzyl (2,2 -dichlorowing)-
* Lable in metabolizm studies 2-tran=-hydrotymethyla-2-methyl-cyclopropane carbosylate,

Figur 3. Biotransformasjon av a-cypermetrin i rotte.

* Alpha-cypermetrin (environmental health criteria)
> @kotoksikologisk vurdering
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1.4

Testorganismen; Eisenia andrei

I dette forsgket ble meitemark arten Eisenia andrei brukt som testorganisme.
Meitemarken er en fiberstemark som bare finnes pa den nordlige halvkule. Maten til
meitemarken bestar av rdtnende planterester og annet organisk materiale som den
finner pa overflaten eller stoter pa ndr den graver seg gjennom jorden. Nar marken
har hentet maten ned i jorden fukter den det med spytt, slik at det ratner fortere, for
den river det 1 stykker og spiser det. Ved sin aktivitet binder meitemarken
jordsmonnet bedre sammen. Den blander det ovre jordlaget (humus), som
inneholder dede plante- og dyrerester, med den dypereliggende mineraljorda, og
paskynder dermed nedbrytningen av organisk materiale. Meitemarken er selv pa en
mate en nedbryter, siden materiale som har gatt gjennom markens tarm, er lettere
nedbrytbart for andre nedbrytere, som sopp og bakterier. Ettersom meitemarken
graver seg gjennom jorda produserer den slim som avsettes langs veggene i gangene
den graver ut. Slimet reagerer med jorda og danner en slags sement som stabiliserer
tunnelveggen, slik at tunnelene kan brukes om igjen. Ved sin gravevirksomhet gjor
dessuten marken jorda pores, og tunnelene forbedrer dreneringen av vann i jorda
ned til sonen med planteretter. Gangene vil ogsa bedre ventilasjonen ved 4 lede luft
ned i jorden, slik at blant annet mikroorganismer kan bryte ned det organiske
materialet. Drensystemet kan oke lekkasjen av neringsstoffer, som nitrater og
fosfater, ut 1 vann. Meitemarkgangene gjor det ogsa lettere for plantenes rotter 4 ta

seg frem og trenge ned. Derfor vokser plantene godt der hvor det er mye meitemark.

Meitemarkens stadige graving gjer at den tar opp og akkumulerer en del
forurensningsprodukter fra jorda. Nivéder av forurensningsstoffer i meitemark kan
dermed utnyttes til & overvake forurensningssituasjonen i jorda. Siden ulike
meitemarkarter trives under ulike forhold, kan artssammensetningen og mengden av
meitemark ogsa brukes til 4 ansla pH, komposteringsrate og andre

jordproduktivitetsmél for et omrade.
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Figur 4. Meitemark; Eisenia andrei

Meitemarken blir ofte brukt i tester hvor en vurderer om et pesticid kan benyttes
eller ikke. Det er en veldig viktig invertebrat i jord, siden den bedrer livsgrunnlaget
bl.a. for alle planter. Den gkologiske rollen til meitemark, gjenspeiles ogsé 1 at den
er en viktig matressurs for mange rovdyr, som fugler, pattedyr, biller, frosk, fisk og
lignende. Med hensyn til biomassen, er meitemarken en predominant organisme i
jordfaunaen, med 10-200g vatvekt per m?. Den har en relativt kort
reproduksjonssyklus, hvor det tar eggene en méned for 4 klekkes og juvenile blir
kjennsmodne etter ca. en mined. Denne korte reproduksjonssyklusen gjor at

reproduksjon er et velegnet endepunkt i kronisk toksisitetstesting.

2 Materialer og Metode
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2.1 Modellstoff
a-cypermetrin som ble brukt i dette forsgket var det kommersielle produktet

FASTAC som er produsert av BASF (Vedlegg 3 ).

2.2 Testorganisme
I dette forseket ble meitemarkarten Eisenia andrei brukt som testorganisme. Dyrene
som ble valgt ut til testen var voksne, mellom atte méneder og ett ar gamle, og de
var kjennsmodne, dvs at de hadde utviklet et clitellum, et belte rundt kroppen litt
foran midten. De kom alle fra en synkronisert kultur med relativt homogen
aldersstruktur. Alderen til individene i testgruppen varierte ikke mer enn atte uker.
For testen begynte ble alle individene akklimatisert, og matet med den samme maten
som de fikk under forsgket. Meitemarkene ble foret en gang 1 uken, med torr

oppmalt hestemokk. Hver beholder fikk 5g.

Figur 5. Meitemark; Eisenia andrei

2.3 Jordtype
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2.5

I dette forseket ble en sandig lettleire fra Norders i As kommune benyttet.

Informasjon om jorden er gitt i tabell 1.

Tabell 1. Detaljer om forseksjorden.

Jordinnhold Sand 72,4%
Silt 17,5%
Leire 10,1%
@vrige parametre pH 5,85
Innhold organisk 7,26%
materiale
Vanninnhold 2,67%
Vannholdingskapasitet 35,0%
Kationbyttekapasitet 132 mmol/kg

Preveopparbeidelse

Kjemikaliet FASTAC (teknisk blanding), med 100 g/L, ble lgst i vann og blandet
inn 1 terr jord. Emulgator som et additiv til den tekniske blandingen ble dampet av i
avtrekkskap 1 24 timer. Det ble laget fem forskjellige konsentrasjoner med o-
cypermetrin i jord. Konsentrasjonene var henholdsvis 7.5, 30, 100, 300 og 1000
mg/kg. Jorden var i aluminiumsformer og glassformer mens den var i avtrekkskap.
Da jorda var blitt terr igjen, etter & ha statt 1 avtrekkskap, ble det veid opp 500 gram
jord fra hver konsentrasjon og lagt over i egne beholdere. Fra hver konsentrasjon ble

det lagd tre paralleller. Av kontrollen ble det ogsé lagd tre paralleller.

Testmetode
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2.6

Testen ble gjennomfort i henhold til forslag til standardisert test laget av OECD®,
men litt forkortet og med bruk av en annen jordtype. Det ble ogsa bare sett pa antall
overlevende voksne og antall kokonger. A se p4 antall juvenile og hvor mange av
disse som nadde kjennsmoden alder, ble det ikke tid til da dette ville ha krevd

ytterligere 4 ukers inkubasjon.

Testbeholderne som ble brukt i denne testen var 1000 mL glassbeholdere med
ventilert skrulokk. Da jorden fra preveopparbeidelsen var blitt terr, etter 4 ha sttt 1
avtrekkskap, ble det veid opp 500 gram jord fra hver konsentrasjon. Den ble deretter
tilsatt vann tilsvarende 65% av vannholdningskapasiteten, og sa ble jorden lagt over
1 testbeholderne. Det ble lagd tre paralleller av hver konsentrasjon, samt kontrollen. I
hver beholder ble det plassert ti voksne meitemark, som pa forhand var veid.

Eksponeringstiden var fire uker ved 20°C.

Annet utstyr som ble brukt var Store petriskéler, vann, sil, aluminiumsbeholdere,

ildfaste former, pinsett, skjeer, engangshansker og papir.

Opptelling av meitemark og kokonger

® OECD, Draft test guideline 222
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Opptellingen av meitemark gikk ut pa & temme glassbeholderne for jord litt etter litt,
i glassformer. Det ble sé pirket med skjeer for & finne kokongene som er pa storrelse
med hvetekorn. Meitemarken ble plukket ut etter hvert og telt. Etter at meitemark og
kokonger var tatt ut av jordprevene, ble jorda skylt i en sil for & vere sikker pa at
alle kokongene var telt. Kokongene ble kastet, siden de ikke lengre var til nytte for

forsgket. Meitemarken ble tatt vare pa og veid.

Figur 6. Kokong

3 Resultater
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For dedelighet er det ikke noe signifikant utslag for i proven med 1000 mg/kg, (figur
7). LCs ble beregnet til 800,9 mg/kg.

Dodelighet - antall overlevende meitemark

12

10 A

Antall meitemark

0 7,5 30 100 300 1000
Alfa-cypermetrin, mg/kg jord

Figur 7. Gjennomsnittlig antall overlevende meitemarker etter fire ukers inkubasjon.

Det er en tydelig ssmmenheng mellom konsentrasjon av a-cypermetrin og
vektendringen til meitemarkene (figur 8). Allerede ved 7,5 mg/kg er det en
halvering i vektekningen i forhold til kontrollen. Det skjer deretter ikke noen
vesentlig reduksjon 1 vektendringen igjen for i proven med 300 mg/kg, der er det til

gjengjeld en dramatisk nedgang i vektekningen.
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Gjennomsnittlig vektendring i prosent
210,0 %
160,0 % - 4+
= 110,0 % -
=
=
g
£ 1
S 60,0 %
1070 " T T T T T
0 7.5 30 100 3&0 \N+0
-40,0 % '
Alfa-cypermetrin, mg/kg jord

Figur 8. Gjennomsnittlig vektendring hos meitemarkene etter fire ukers inkubasjon.

Det er en generell nedgang i reproduksjonen med ekende konsentrasjon av a-
cypermetrin. Som ved vektendringen, er det allerede i proven med 7,5 mg/kg en
halvering av antall kokonger. Ved 30 mg/kg er det en liten gkning av antall
kokonger, men senere fortsetter det & avta igjen, ned til 0 kokonger i proven med

1000 mg/kg (figur 9).

NOEC, LOEC og EC-verdier for de forskjellige endepunktene er vist i tabell 2.
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Reproduksjon - antall kokonger

15 A

Antall kokonger
[\]
(=]

10 A

0 7,5 30 100 300 1000
Alfa-cypermetrin, mg/kg jord

Figur 9. Gjennomsnittlig antall kokonger tilstede i provene etter fire ukers inkubasjon.

Tabell 2. Estimerte konsentrasjoner av a-cypermetrin (i mg/kg jord) som gir 50 % effekt (ECs,) eller
10% effekt (EC,p), beregnet med programmet ICp. Laveste konsentrasjon av a-cypermetrin som har
en signifikant effekt (LOEC) og hayeste konsentrasjon av a-cypermetrin som ikke har noen

signifikant effekt (NOEC), bestemt med statistikkprogrammet Jump fra SAS-institute (vedlegg 2).

Endepunkt ECs NOEC LOEC ECio
Dad 800,9 mg/kg - - -
Vektendring | 60,11 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg 1,608 mg/kg
Reproduksjon | 67,06 mg/kg | <7,5 mg/kg 7,5 mg/kg 1,655 mg/kg
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Diskusjon

Ifolge vare resultater er dedeligheten hos meitemark eksponert for a-cypermetrin
lav, med en estimert LCsy pa 800,9 mg/kg jord. I den gkotoksikologiske vurderingen
av a-cypermetrin fra Landbrukstilsynet sies det at stoffet har en lav til moderat akutt
giftighet, og at det for meitemark har en LCs pa over 100 mg/kg’. Ved bruk av a-
cypermetrin i insektbekjempelse benyttes vanligvis om lag 2 g/da (mengdene
spenner fra 1-6 g/da, se vedlegg 3), dette tilsvarer 2 mg a-cypermetrin pr. m”. Det er
vanskelig & beregne hvor hey jordkonsentrasjon det tilsvarer, da det kommer an pa
typen jord, og hvor langt ned a.-cypermetrinen trekker, men det er ingen tvil om at
det er langt unna LCsp-verdien. Meitemark vil altsa 1 utgangspunktet aldri bli utsatt
for sd store mengder a-cypermetrin at det vil fordrsake noen dedelighet. I feltforsek

er det tilfort 10 g/da (tilsvarer 10 mg/m?) uten at det ga skadelig effekt®.

Det ser derimot ut til at a-cypermetrin har klare effekter pa bade reproduksjon og
vektokning ved langt lavere konsentrasjoner. Det er en betydelig effekt 1 bdde
reproduksjon og vektokning allerede ved 7,5 mg/kg jord, og ECsp-verdiene er pa
henholdsvis 67,06 mg/kg og 60,11 mg/kg. Disse verdiene ligger ogsé godt over den
mengden meitemark vil kunne eksponeres for i felten, men EC;-verdiene pa 1,608
mg/kg og 1,655 mg/kg for henholdsvis vektendring og reproduksjon tilsier at det er

fare for en viss toksisk effekt.

En litt interessant detalj man kan merke seg er at for testen med reproduksjon som
endepunkt er at effekten ved 7,5 mg/kg er storre enn ved 30 mg/kg og nesten lik

effekten ved 100 mg /kg. Dette kan skyldes at meitemarken responderer pé stress i

’ @kotoksikologisk vurdering

8 ibid
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form av lave konsentrasjoner av a-cypermetrin med & eke reproduksjonen. Dette er
en vanlig respons hos mange arter, men det er umulig & si noe sikkert om det i denne

studien da fenomenet ikke tilsvarer noen signifikant forskjell.

Resultatene tyder altsa pa en lav dedelighet, men en moderat effekt pd reproduksjon

og vektokning hos meitemark utsatt for a.-cypermetrin.

86



5. Referanser

Okotoksikologisk vurdering av a-cypermetrin, Landbrukstilsynet i As,1996

World Health Organization, Alpha-cypermetrin (environmental health criteria), 1992

FAO, Residues of Some Veterinary Drugs in Animals and Foods: Monographs Prepared by
the 47th Meeting of the Joint FAO/WHQO Expert Committee on Food Additives, Rome 4-13
June 1996 (FAO Food and Nutrition Paper: 41/9), FAO, 1997

Jorgen Stenersen, Kjemiske plantevernmidler, Yrkeslitteratur as, 1988

Stephen Sheppard, John Bembridge, Martin Holmstrup, Leo Posthuma (editors), Advances
in earthworm ecotoxicology, Society of Env. Toxicology and Chemistry (SETAC-Press),

1998

Curtis D. Klaassen, Casarett & Doull's Toxicology, The basic science of poisons, 5th
edition, McGraw-Hill Companies Inc., New York, 1996

FIFRA Scientific Advisory Panel, Environmental Fate Assessment of Synthetic Pyrethroids,
EPA, 1999

OECD (Organization for Economic Cooperation and Development), OECD guidelines for
testing of chemicals; Earthworm acute toxicity test. OECD Guideline No. 207, OECD, 1984

87



OECD (Organization for Economic Cooperation and Development), OECD guidelines for
testing of chemicals,; Draft test guideline 222: Earthworm reproduction test (Eisenia
fetida/andrei), OECD, 2000

ISO (International Standards Organization), Soil quality: effects of pollutants on
earthworms (Eisenia fetida/andrei). Part 2: Determination of effects on reproduction, 1ISO
1996

Eline Benestad Hagvar, Det zoologiske mangfoldet, 2. utgave, Universitetsforlaget 1998

http://miljolare.no/fagstoff/dyr/meitemark/

88



6. Vedlegg

Vedlegg 1 — Radata

Konsentrasjon | Replikat Vekt Vekt Antall Antall
(mg/kg) meitemark | meitemark | meitemark kokonger
for (g) etter (g) etter
0 1 2,85 4,82 10 30
2 2,46 6,31 11 33
3 2,16 4,74 10 33
7,5 1 2,55 4,18 10 15
2 2,48 3,51 10 22
3 2,43 4,17 10 9
30 1 2,89 3,94 7 18
2 2,48 4,40 10 17
3 2,38 4,22 11 24
100 1 2,89 3,99 10 21
2 2,38 3,47 10 13
3 2,23 3,86 10 10
300 1 2,49 1,98 10 0
2 2,60 2,78 10 3
3 2,77 4,14 10 1
1000 1 2,60 2,63 6 0
2,42 1,50 4 0
3 2,49 0,00 0 0
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Vedlegg 2 — Bestemmelse av NOEC- og LOEC-verdier

Oneway Analysis of Kokonger By Konsentrasjon

35 y4 AN
s0d [
25— .
2
IS 15+
= T
)
X 10 . I:I
5 -
0 — E QR
-5 T T T T T -
0 7.5 30 100 300 1000  With ol
Dunnett's
Konsentrasjon 0.05
Quantiles
Level Minimum 10% 25% Median 75% 90% Maximum
0 30 30 30 33 33 33 33
7.5 9 9 9 15 22 22 22
30 17 17 17 18 24 24 24
100 10 10 10 13 21 21 21
300 0 0 0 1 3 3 3
1000 0 0 0 0 0 0 0
Means Comparisons
Dif=Mean[i]- 0 30 7.5 100 300 1000
Mean([j]
0 0.0000 12.3333 16.6667 17.3333 30.6667 32.0000
30 -12.3333 0.0000 4.3333 5.0000 18.3333 19.6667
7.5 -16.6667 -4.3333 0.0000 0.6667 14.0000 15.3333
100 -17.3333 -5.0000 -0.6667 0.0000 13.3333 14.6667
300 -30.6667 -18.3333 -14.0000 -13.3333 0.0000 1.3333
1000 -32.0000 -19.6667 -15.3333 -14.6667 -1.3333 0.0000
Alpha=0.05

Comparisons with a control using
Control Group =0

|d]
2.90139

Abs(Dif)-LSD
0

Dunnett's Method

0
-9.3933
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Abs(Dif)-LSD 0
30 2.9400
75 7.2734
100 7.9400
300 21.2734
1000 22.6067

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Oneway Analysis of Vektgkning By Konsentrasjon

1.5+

o 17

£

C - = =

X

= /\

X =

$ 09 L. : =

g B
-0.5 T T T T T ™.
0 7.5 30 100 300 1000 h Control
Dunne
Konsentrasjon 0.05

Quantiles
Level Minimum 10% 25% Median 75% 90% Maximum
0 0.69 0.69 0.69 1.19 1.57 1.57 1.57
75 0.42 0.42 0.42 0.64 0.72 0.72 0.72
30 0.36 0.36 0.36 0.77 0.77 0.77 0.77
100 0.38 0.38 0.38 0.46 0.73 0.73 0.73
300 0.2 0.2 0.2 0.07 0.49 0.49 0.49
1000 -0.38 -0.38 -0.38 -0.185 0.01 0.01 0.01
Means Comparisons
Dif=Meanl[i]- 0 30 75 100 300 1000
Mean([j]
0 0.00000 0.51667 0.55667 0.62667 1.03000 1.33500
30 -0.51667 0.00000 0.04000 0.11000 0.51333 0.81833
75 -0.55667 -0.04000 0.00000 0.07000 0.47333 0.77833
100 -0.62667 -0.11000 -0.07000 0.00000 0.40333 0.70833
300 -1.03000 -0.51333 -0.47333 -0.40333 0.00000 0.30500
1000 -1.33500 -0.81833 -0.77833 -0.70833 -0.30500 0.00000
Alpha=0.05

Comparisons with a control using Dunnett's Method

Control Group =0

(d]

2.95002
Abs(Dif)-LSD 0
0 -0.70226
30 -0.1856
75 -0.1456

100 -0.0756




Abs(Dif)-LSD 0

300 0.327737
1000 0.549846

Positive values show pairs of means that are significantly different.
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FAS)/TAC

Alfacypermetrin emulsjonskonsentrat

Mot skadedyr i korn, gras, klgver, oljevekster, potet, korsblomstra forvekster, gulrot, persille,
selleri, agurk, bete, ert, banne, mais, kalvekster, lokvekster, jordbzer, bringebeer, solbzer, stik-
kelsbzer, rips og prydplanter i veksthus og pa friland.

SAMMENSETNING: Alfacypermetrin ...
Lesningsmidler ...

100 g/ltr.
814 g/ltr.

ADVARSEL
Farlig ved svelging. Irriterer gynene og huden.
Farlig: Kan forarsake lungeskade ved svelging.
Unngé kontakt med huden og gynene.
Oppbevares inneldst og utilgjengelig for barn.
Ekstremt giftig for vannlevende organismer - mé ikke
nyttes neermere vannforende grofter, bekker, samt

d og storre vannforekomster enn 30 meter.
HELSESKADELIG  Farlig for bier og andre pollinerende insekter - mé ikke BRANNFARLIG
brukes pa eller over blomstrende vegetasjon om dagen.
Skadelig for nyttedyr.

Bruk egnet verneutstyr (se forsiktighetsregler). w *

Uskadeliggjer t ballasjen (se avfallshandtering).
BEHANDLINGSFRISTER: 14 dager Avgiftsklasse: 3
Tilvirker:

BASF Aktiengesellschaft LAGRES FROSTFRITT
BA F D-67056 Ludwigshafen, Tyskland

UN: 1993

Importor: BASF AS, Leangbukta 40, Postboks 233,

NO-1372 Asker, Tel. 66 79 21 00

Reg.nr. 2000.31 Nettoinnhold: 1 I Iter ® Registrert varemerke for BASF AG, Tyskland

Det er forbudt & bruke Fastac i strid med god-
kjent bruksomrade, behandlingsfrist eller & over-
skride den tillatte maksimale dosering / konsen-
trasjon.

BRUKSOMRADE

Fastac er tillatt brukt i korn, gras, klover, oljevekster, potet,
korsblomstra forvekster, gulrot, persille, selleri, agurk, be-
te, ert, benne, mais, kalvekster, lokvekster, jordbeer, brin-
gebaer, solbzer, stikkelsbzer, rips og prydplanter pa friland
og i veksthus.

Preparatet ma ikke brukes i blomstrende vekster i den
tid av degnet som pollinerende insekter flyr (kl 0400 til
2300, eller kI 0600 til kl 2200 dersom temperaturen ikke
overstiger 10°C).

Behandlingsfrist: Vekster til mat eller for ma ikke be-
handles senere enn 14 dager for hesting.

VIRKEOMRADE

Fastac er et pyretroid med kontakt-, mage- og frastetende
virkning mot de fleste insekter. Preparatet er skadelig for
rovmidd og nytteinsekter og har lang ettervirkning (8-12
uker). Fastac er skdnsomt mot planter, men er ikke provd i
alle mulige arter og sorter og heller ikke under alle mulige
forhold. Utfer derfor en provesproyting for et stort antall
verdifulle planter behandles hvis det mangler erfaring med
arten og sorten.

BLANDING MED ANDRE MIDLER

Fastac kan blandes med de fleste andre sproytemidler hvis
det er sammenfallende bruksomrader og -tider. Bland
helst ikke mer enn 2 preparater hvis ikke noe annet er
anbefalt.

FORSIKTIGHETSREGLER:

Bruk kjemikaliebestandige vernehansker av PVC eller nitril
gummi, eyevern, stovler og egnet arbeidstoy ved handte-
ring og bruk av preparatet. Ved langvarig spreyting og nar
det er fare for inndnding av sproytetéke, skal overtrekks-
dress og halvmaske med kombinasjonsfilter A1/P2 S og L
brukes. Ved takesproyting skal helmaske med kombina-
sjonsfilter A2/P3 S og L brukes. Far man stoffet i gynene,
skyll straks med store mengder vann og kontakt lege eller

Giftinformasjonssentralen. Ved svelging ma ikke brekning
fremkalles: Kontakt lege omgéende og vis denne etiketten
eller emballasjen. Sel av preparatet pa hud ma straks skyl-
les eller vaskes av. Kleer tilselt med preparatet ma fiernes
straks. Vask hender og ansikt nér arbeidet er ferdig eller
avbrytes. Vask kleerne nér arbeidet er ferdig. Ved uhell eller
mistanke om forgiftning kontakt lege eller Giftinforma-
sjonssentralen - telefon 22 59 13 00.

Anbefalt verneutstyr m& nyttes dersom en gér inn i be-
handlet omrade, eller handterer behandlede plantedeler i
en periode pa inntil 24 timer etter spreyting. Hansker ber
benyttes utover denne perioden.

RENGJQRING

Tomemballasjen skylles minst tre ganger med vann og inn-
holdet temmes i sproytetanken. Rester fra sproytetanken
fortynnes omlag 5 ganger med vann og sproytes ut i hen-
hold till bruksrettledningen. Skyll spreyteutstyr med vann
etter bruk pa et sted som ikke gir avrenning til vann. Ved
skifte av preparat for spreyting i emtfintlige kulturer ma
sproyteutstyret rengjores med soda, salmiakk eller annet
anbefalt vaskemiddel.

AVFALLSHANDTERING

Grundig rengjort tomemballasje leveres med hushold-
ningsavfall eller deponeres pa offentlig fyllplass. Konsen-
trerte plantevernmiddelrester og ikke rengjort tomemballa-
sje ma innleveres til mottak for spesialavfall.

LAGRING:
Lagres tort og kjelig, men frostfritt.

MERK

Det er mange faktorer som kan ha innflytelse p& produk-
tets virkning, spesielt steds- eller regionsbetingede faktor-
er. Herunder herer for eksempel veer- og jordforhold, kul-
turplantesorter, vekselbruk, behandlingstidspunkt, an-
vendt mengde, blanding med andre produkter, forekomst
av resistente organismer, sproyteteknikk og sa videre. Ved
speiselt ugunstige forhold kan man ikke utelukke at det
kan skje forandringer i produktets virkning eller at det kan
oppsté skader pa kulturplanter. For slike forhold har ikke
produsent eller forhandler noe ansvar.

Produksjonsar: 2001

02.2001.GTK.D



BRUKSRETTLEDNING

Kultur etc. Skadeinsekter Dose 1) Spraytetid m.m.
Korn Fritflue, hveteflue, kornjordloppe 20 ml Nar kornplantene har 1-3 blad
Minerfluer (fluer) 15 ml Nar kornplantene har 3-4 blad
Minerfluer (larver) 45-60 ml Holkstadiet
Bladlus 12 ml Ved angrep
Trips, kornbladbille 10 ml
Hvetegallmygg 20 mi
Gras Hvitaksmidd, timoteiflue, bladlus, minerfluer, fritflue 20 ml Sist i mai
Klgver Klgversnutebille 20 ml Far blomstring
Oljevekster Rapsglansbille 10-20 ml Fra tidlig knoppdanning til like fgr blomstring
Kalvekster til frg
Jordlopper, skulpesnutebille, 20 ml Ved angrep
sommerfugllarver, nepebladveps
Potet Potetsikade, bladlus, teger 20 ml
Korsbl. férvekster Jordlopper, sommerfugllarver, nepebladveps 20 ml
Gulrot Gulrotsuger (krus) 20 ml Under spiring og 2-3 ganger til
med ca. 1 ukes mellomrom
Jordfly, andre bgddellarver, stankelbein, smellere 20 ml Ved angrep

1) Preparatmengde pr. dekar i 20-40 liter vann hvis ikke noe annet er oppfart.




BRUKSRETTLEDNING

Kultur etc. Skadeinsekter Spraytetid m.m.
Agurk, friland Trips, bagnneflue 20 ml Ved angrep
Bete Beteflue, betejordloppe

Ert, bgnne Ertevikler, trips, bladlus

Mais Fritflue, kornbladbille

Kalvekster Jordlopper, sommerfugllarver, kalfly, kalmgll,

skyggevikler, jordfly, teger, nepebladveps m.fl.

Lokvekster Purremgll, trips, jordfly
Jordbeer Jordbeersnutebille, jordbaermjgllus, skumsikade, 20 ml Like far blomstring. Bruk minst 100 | veeske
teger, viklere, nattflylarver pr. 1000 m planterad eller pr. dekar
Bringebeer Bringebsermall 15 ml P& svellende knopper
i 100 |
Bringebeerbille vann Like far blomstring
Solbaer Ripsskuddmgll P& svellende knopper
Stikkelsbeer
Rips Teger, bladlus, solbzergallmygg, stikkelsbaermaler Like far blomstring
Stikkelsbaerbladveps Ved angrep

Bladlus (unntatt ferskenbladdlus), bartrelus, skjoldlus,
veksthusmijgllus (enkelte populasjoner kan veere resis-
tente), sikader, teger, trips, minerfluer, nattfly-, vikler-,
sommerfugllarver m.fl.

Prydplanter,
friland og
veksthus

1) Preparatmengde pr. dekar i 20-40 liter vann hvis ikke noe annet er oppfart.
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Forseket ble gjennomfoert ved
Jordforsk ved NLH

Fredriks A. Dahls vei 20
N-1432 AS

lﬁlﬂJ‘ﬁlﬂfIl
& jiiifiish

93



INNHOLD:

INNIEANING. ..ottt 3
Beskrivelse av forsok og resultater..........oocooveeviiiiniiniininiinicccceeen 4
GaSSMAIINZET......cveiiieiiiiti ettt ettt st 4
FDA @NalySe.....coiiieiiiiiieiie ettt st 6
FDA analyse Resultater............ccooiieiiiiiiiiiiiiieiecese e 6
KImtall..oooeeee e 10
Kimtall 1eSUIAter......coueiiiiiiiieiei e 10
DISKUSJOMN. ...ttt et 14
REEIaNSET ... 16

94



KJEMISKE REDUKTANTERS VIRKNING PA MIKROORGANISMER.

Forseket ble gjennomfart ved Jordforsk, NLH, 1432 As.
Forseket ble gjennomfort under veiledning av Trine Eggen og Geir Aasli.
Skrevet av Vibeke Elise Ansteinsson og German Tapia

Innledning:

Hensikten med dette forseket er & fastsla Ditionits, Na;S,04, effekt pd mikroorganismer.
Forsgkene ble gjort pa en slurry med mikroorganismer (ferdig anriket fra anaerob
behandlingstrinn fra sigevann). Slurryen var ferdig lagd av Ove Bergesen ved Jordforsk.
Vannet kom fra en test-reaktor pd Jordforsk som simulerer en avfallsfylling.

=] 0
'\_H ;_-"
Ma' s 5\: Ma
& "
fu or

Fig 1:Strukturformel for Ditionit

Ditionit er et reduksjonsmiddel, og brukes i flere sammenhenger. Ditionit er lite stabilt og
kjent for & reagere med oksygen. Ditionit er membranpasserende, noe mange andre
reduksjonsmidler ikke er. Kjemiske reduktanter blir ofte brukt ved dyrking av anaerobe
mikroorganismer og i forsek som krever anaerobe betingelser. Bakgrunnen for dette er at
reduktanten reagerer med oksygen og fjerner derfor grunnlaget for aerob vekst. Ditionit blir
brukt til dette formélet i forskningssammenheng og i laboratoriearbeid. Ditionit blir ogsa
hyppig brukt i tekstilindustrien som blekningsmiddel. Dette blir ofte sett pa som et
potensielt miljoproblem siden tekstilindustrien oftest befinner seg i utviklingsland hvor det
er minst kostnader, og mangelfulle miljo- og arbeidslover. Ditionit blir ogsa brukt for &
redusere metaller i jorden, denne méiten & rense jord pa er under stor utvikling.

P& grunn av den hyppige anvendelsen av Ditionit og den manglende kunnskapen om
Ditionits og andre reduksjonsmidlers effekt pa miljoet og organismer, sd har det i det siste
blitt fokus pa forskning rundt effektene av reduktanter i jord og grunnvann.
Problemstillingen vi gnsker & ta for oss i dette forsgket er:

e Hvorvidt Ditionit har effekt pa mikrooganismer, anaerobt og aerobt.

e Hvordan forskjellige konsentrasjoner kan ha forskjellig effekt pa mikroorganismene

1 provene.

e Hyvilke effekter reduktanten kan ha pa den generelle metabolismen i cellen.

e Hvor grensen gér for hva som fremmer anaerob aktivitet og hva som gir celleded.

e Prove & komme fram til en teori om hvilke mekanismer som star bak.
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Beskrivelse av forsgket og resultater:

Vi laget i stand seks paralleller med fem forskjellige konsentrasjoner Ditionit tilsatt
grunnvann. Konsentrasjonene tilsatt var:

0,00% (0.00g i 150ml)
0.01% (0.03g i 150ml)
0.10% (0.31g i 150ml)
1,00% (3.00g i 150ml)
>2.50%(10.83g i 150 ml, altsa 5.4%)

Vi lot provene std en uke i romtemperatur. Etter 1 og 2 uker gjorde vi flere tester for &
underseke den mikrobiologiske aktiviteten i prevene. Vi foretok:

Gassmélinger.

FDA (fluoroscein diacetate) analyse.
Kimtall.

pH malinger.

Gassmalinger:

Vi méilte gassinnholdet (CH4, O,, COy) i tre prover fra hver parallell etter at provene vare
(med tilsatt Ditionit) hadde stétt ved romtemperatur i 1 uke. CHy4 ble ikke pavist i noen av
prevene, noe som var uventet da anaerobe bakterier ofte produserer CHa.

Konsentrasjon | Karbondioksid | Oksygen Gj.snitt Gj.snitt

av Dithionitt % % karbondioksid | st.avvik | Oksygen | st.avvik
0,00 1,00 20,00
0,00 0,80 22,00 0,63 0,47 21,47 1,29
0,00 0,10 22,40
0,01 0,60 20,40
0,01 1,10 20,20 0,60 0,50 20,40 0,20
0,01 0,10 20,60
0,10 0,30 20,80
0,10 0,30 20,20 0,33 0,06 20,50 0,30
0,10 0,40 20,50
1,00 1,50 14,60
1,00 0,70 18,30 0,87 0,57 17,43 2,51
1,00 0,40 19,40
5,40 0,40 19,30
5,40 1,30 16,60 1,50 1,21 16,70 2,55
5,40 2,80 14,20

Tabell 1:Resultat fra tre parallelle gassmdlinger
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Vi hadde forventet a finne mer CO, enn det som ble mélt, da dette ogsa er typisk for
anaerobe bakterier.

—x—CO,
25 —e—0

2

20 .

——
—e—

Prosent Gass
)
1

oF * * * I
LR T — T —
0 0,01 0.1 0 10

Prosent ditionit

Figur 2: Gassprosent mot prosent tilsatt Ditioni, gj.snitt av de tre parallellen med standardavvik.

Vi ser fra figur 2 at vi fir en nedgang av prosent oksygen jo mer Ditionit vi har tilsatt. Vi
ser ogsé en pkning av CO, konsentrasjonen etter gkende Ditionit. Videre sd har vi plottet en
av de tre parallellene, slik at denne tendensen kommer klarere fram.

Parallell 2 ——CO,
30 - —4A—0,

25+

20 - A

Prosent gass

{ ]
P ——
0 — — ————r

)
0,01 0,1 1 10
konsentrasjon ditionit

Figur 3: Prosent av gass mot prosent Ditionit for parallell 2
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FDA analysen:

Forseket: Til provene tilsettes FDA til en sluttkonsentrasjon pa 10 pul/ml. Blandingen ristes
pa ristebord ved 125 rpm for suspensjonen sentrifugeres ved 6000 rpm 1 20 grader 1 5 min.
Provene ble fortynnet 5X - med destillert vann for tilsetting av FDA.

Som buffer brukte vi sodium fosfatbuffer pH 7,6. FDA er pH og termostabil

Bakgrunn for FDA analyse.

Maling av biologisk aktivitet i provene vére ble gjort ved FDA analyse. FDA Fluorescein
(37, 6'-diacetylfluorescein) blir hydrolysert av en rekke enzymer, blant annet proteaser,
lipaser, og esteraser. Produktet av disse enzymatiske reaksjonene er fluorescein, som kan bli
malt kvantitativt ved spektofotometri(490 nm). Denne metoden er kjent for a vare lite
selektiv nar det kommer til biologisk aktivitet i proven. Det er bevist fra tidligere forsek at
denne metoden er meget god for denne typen analyse av biologisk aktivitet i jordsmonn og
grunnvann. Den er meget sensitiv og enkel & gjennomfere. Grad av hydrolyse gker linezrt
med den biologiske aktiviteten 1 proven og materie tilsatt proven. En god sammenheng
vises ogsa hvis man ser pa den hydrolytiske aktiviteten og respirasjon. I forsek finner vi at
hvis dypere lag av jordsmonn ble testet finner man redusert aktivitet. FDA analysen
bestemmer kun den totale aktiviteten til mikroorganismer, FDA skiller bare mellom aktiv

og inaktiv biomasse.
iZH,CO ) j DCOCH,
0
O
I::‘_Hm':".- = q‘ 1 ESH
Data om Fluorescein diacetate:
lex =488 nm, lem = 530 nm
Assay : 99.0 %

Appearance : white powder
Storage : - 20 °

Figur 4: Fluorescein diacetate strukturformel og data

Vi malte pH for de forskjellige konsentrasjonene i uke 1. Dette har vi plottet i figur 7. Vi
har fort opp resultatene fra FDA Analysen i uke 1 og 2 1 tabell 2.
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FDA Uke 1 FDA 2 Uker

Malt ved Malt ved

490 nm 490 nm

%

% Ditionit | Absorbanse | pH | Gj.snitt | St.avvik Ditionit | Absorbanse | Gj.snitt | St.avvik
0,00 0,352 7,5 0,00 0,265
0,00 0,370 - 10,384 | 0,040 0,00 0,314 0,302 | 0,033
0,00 0,429 - 0,00 0,328
0,01 0,339 7,42 0,01 0,195
0,01 0,333 - 10,321 | 0,027 0,01 0,220 0,205 | 0,013
0,01 0,290 - 0,01 0,200
0,10 0,167 6,87 0,10 0,301
0,10 0,177 - 10,173 | 0,006 0,10 0,266 0,250 | 0,061
0,10 0,176 - 0,10 0,183
1,00 0,068 4,42 1,00 0,083
1,00 0,072 - | 0,073 | 0,005 1,00 0,079 0,079 | 0,005
1,00 0,078 - 1,00 0,074
5,40 0,068 3,9 5,40 0,064
5,40 0,332 - 10511 | 0,555 5,40 0,066 0,065 | 0,001
5,40 1,134" 7,03 5,40 0,065

Tabell 2: FDA data fra uke 1 og 2 ved forskjellige konsentrasjoner Ditionit

Vi ser at absorbans synker med ekende tilsatt Ditionit konsentrasjon. Vi ser at i uke 1 sa har
vi en maling' som avviker sterkt fra de andre. Denne malingen tror vi er feil, men vi har tatt

den med i utregning av gj.snitt og standardavvik. I uke 2 sé ser vi at mélingene ser ut til &

stemme veldig bra med de forventede resultatene. Vi har plottet absorbansen for de tre
parallellene 1 begge ukene i figur 5 og 7.
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FDA analyse, uke 1

1,24 T -
" J| —m— Absorbanse mot % ditionit(med st.avvik) for uke 1
1,14
1,04
0,9
0,8
0,7 5
° j
» 0,6
c j
S 05 ]
2 049
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< 03 L2
0.2
0,1
0,0
_0‘1 -
0 0,01 0,1 1 10
% ditionit
Figur 5: Absorbanse mot % Ditionit, uke 1
= konsentrasjon mot prosent ditionit
tilpasset kurve
1,2
1,0
0,8
2]
c
8
5 06+
2]
el
<
0,4
L] L]
0,2 .
[ ] []
0,0
T T T 1
0 0,01 0,1 1 10
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Figur 6: Tilpasset absorbsjon mot konsentrasjon Ditionit ,uke 1

Polynomial Regression for Datal B:
Y =A +B1*X + B2*X"2

Parameter

Value

Error

A
B1
B2

0,13711 0,02902
-0,0119 0,04001
0,02634 0,01525
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I figur 6 sé har vi plottet absorbansdata fra uke 1 mot % Ditionit. Vi har fjernet uteliggeren
(punktet som s ut il & vaere feil) fra plottet, og tegnet inn en tilpasset kurve med Origin. Da
ser vi tydelig en nedgang i absorbansen.

FDA analyse, uke2

0.35 ‘_] —m— Absorbanse vs % ditionit(med st.avvik)for uke 2

0,30 +

0,20

0,15 4

Absorbanse

0,10

0,05

A

T —T—TT T —T—TTTTT —T—TT T
0,01 0,1 1 10

% ditionit

Figur 7:Absorbanse mot % Ditionit, uke 2

Vi kan se fra disse grafene at vi far en klar nedgang i absorbans med gkende konsentrasjon
av Ditionit. Vi ser at ved 0,1 % Ditionit sd er det en ekning av absorbansen i den andre

uken.

14 -
13
12
11]
10
9]
8
7]
6]
5]
A
o ]
2]
g

pH

—m— pH vs % Dithionit

0

0,01 0,1 1 10

% Dithionit

Figur 8: pH mot % Ditionit.
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Fra figur 8 sa ser vi at pH synker jevnt med gkende Ditionit.

Kimtall:

Kimtall (total antall bakterier) er et uttrykk for det totale innholdet av bakterier og

mikroskopiske sopp i et neringsmiddel. Det fins flere mater & beregne kimtall pa. Det
enkleste er & bruke et gitt omride for antall kolonier der platene (petrifilmen i vart tilfelle)
er lettest & lese av. Dvs. det antallet som gir et mest riktig svar pa hvor mange kolonier det

faktisk er. For de platene vi brukte var dette antallet mellom 25 — 250 kolonier. Vi sé pé

fortynningen hvor vi hadde det hoyeste tallet mellom 25 og 250 i hver parallell og ganget
med fortynningsgrad (for fortynningsgrad -4, sé tar vi og ganger tallet med 10). P4 denne
méten fant vi totalt antall bakterier.

Preven ble gjennomfort ved at vi dyrket forskjellige fortynninger av vannpregven pé et egnet

naringsmedium. Vi lagde en fortynningsrekke ved 4 ta 9 ml saltvann 1 10 reagensror. Vi
tilforte 1ml prove til reagensroer 1. Fra reagensrer 1 sa tok vi 1 ml og tilferte til neste

reagensror 1 rekken. Denne framgangsmaéten ble gjentatt videre bakover i rekken for de 10

rorene, slik at det ble gkende grad av fortynning. Fortynningsgrad -1 er den minst

fortynnede, fortynningsgrad -10 er den mest fortynnede. Fortynningen er da 10, der X er
fortynningsgraden. Fra disse rorene tok vi etter endt fortynning 1 ml pa to petrifilmer.
Petrifilmene ble deretter plassert i ett anaerobt og ett aerobt milje. Dermed fikk vi 100
petrifilmer totalt fra de 50 reagensrerene. Den totale bakterieveksten (kimtall) ble talt etter 1
og 2 uker. Disse dataene har vi i tabellene 3 og 4.

Uke1 Fortynning | Kimtall | -1 | -2 | -3 |4 | -5| -6 | -7 | -8 | -9 | 10
Ditionit 5.4%
Anaerob 6,00E+04 | o.v. | 450 | 60 9 7 4 0 3 0 0
Aerob 1,30E+04 | 300 | 130 | 17 4 0 0 0 0 0 0
Ditionit 1%
Anaerob 8,00E+04 | o.v. | o.v. | 80 | 13 7 6 5 4 1 0
Aerob 1,30E+04 | o.v. | 130 | 10 9 0 0 0 0 0 0
Ditionit 0.1%
Anaerob 2,00E+08 | o.v. | o.v. | o.v. | O.v. | 0.v. | 200 25 2 0 0
Aerob 5,40E+08 | o.v. | o.v. | o.v. |o.v. |o.v. | 350 | 54 7 0 0
Ditionit 0.01%
Anaerob 450E+07| owv | ov | o [ o.v | 300| 45 6 1 0 0
Aerob 8,20E+08 | o.v | ov | o.v [owv | ov | 700 | 82 7 1 0
Ditionit 0%
Anaerob 8,00E+07 | o.v. | o.v. | o.v. |o.v. | 450 | 80 5 0 0 0
Aerob 7,50E+08 | o.v. | o.v. | o.v. [0.v. | 0.v. | 750 75 19 0 0

Tabell 3: Kimtall for de forskjellige konsentrasjonene ved forskjellig fortynninger, uke 1
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Uke2 Fortynning |Kimtall | -1 | -2 | -3 |4 | -5| -6 | -7 | -8 | -9 | 10
Ditionit 5.4%
Anaerob 2,70E+04 | 270 | 20 6 0 0 0 0 0 0 0
Aerob 2,60E+04 | 260 | 40 7 1 0 0 0 0 0 0
Ditionit 1%
Anaerob 4,00E+04 | o.v | 400 | 40 9 2 0 0 0 0 0
Aerob 7,00E+03 | o.v 70 8 4 1 0 0 0 0 0
Ditionit 0.1%
Anaerob 2,50E+07| owv | ov | ov [0 | 250 | 23 3 1 0 0
Aerob 4,00E+07 | o.v o.v | o | ov [440| 40 6 3 1 0
Ditionit 0.01%
Anaerob 7,50E+06 | o.v oV | ov | oV | 75 12 1 0 0 0
Aerob 2,35E+07| owv | ov | ov [0 | 235| 20 6 1 0 0
Ditionit 0%
Anaerob 7,10E+06| ov | ov | ov | o.v | 71 4 0 0 0 0
Aerob 1,40E+08 | owv | o.v | o.v | o.v | 900 | 140 18 8 1 0

Tabell 4:Kimtall for de forskjellige konsentrasjonene ved forskjellige fortynninger, uke 2

Vi ser av tabell 3 og 4 at kimtall avtar fra uke 1 til uke 2. Ved Ditionit konsentrasjoner over
1 % sa trives bakterier best under anaerobe forhold. Ved for hgye konsentrasjoner (>1 %)
ser vi at vi far en kraftig nedgang i antall bakterier (kimtall). Ved lavere Ditionit

konsentrasjoner (0,01 % og 0 %) sé trives bakterier bra, bdde under anaerobe og aerobe

forhold. Ved 0,1 % ser det ut som vi har fatt en okt vekst.

—@— Anaerobe, uke 1
1E9 —A— Anaerobe, uke 2

]
1E8
I,
A
1E7 44_444_444_47A/,////’//////
1000000
100000

=
£
X
— o
A .
10000
100 b—r—r——rr——ov"-r—r—r—rrr—rrr————r
0 0,01 0,1 1 10

% ditionit

Figur 9: Kimtall mot % Ditionit for Anaerobe bakterier, uke 1 og 2

103




—@— Aerobe, uke 1
1E9 ° —A— Aerobe, uke 2
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0 0,01 0,1 1 10
% ditionit

Figur 10: Kimtall mot Ditionit for Aerobe bakterier, uke 1 og 2

Vi ser en nedgang i kimtall fra uke 1 til uke 2 i figur 9 og 10.
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Figur 11: Kimtall mot Ditionit for bakterier, uke 1
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—@— Anaerobe, uke 2
1E9 —A— Aerobe, uke 2
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Figur 12: Kimtall mot Ditionit for bakterier, uke 2

Vi ser av figur 12 at kimtallet gker ved 0,1 % Ditionit 1 uke 2. Dette samsvarer med FDA
analyse dataene for uke 2.

Diskusjon:

Vi fikk tilfredsstillende resultater. FDA analyse mélingen i uke 1 pd 5,4 % hadde to
malinger som vi tror mé ha skjedd noe feil med underveis, men ellers sd stemmer alle
dataene fint med hverandre. Vi gjorde ingen store feil under forsekene som vi er klar over.
Vi har all grunn til & tro at resultatene vare er palitelige.

Fra grafene og tabellene vére sa har vi kommet fram til folgende observasjoner:

e Viser at ved hey Ditionit konsentrasjon (5,4 %) vil veksten til bakterier bli hemmet
under bade anaerobe og aerobe forhold. Ved lave konsentrasjoner (eller uten
Ditionit) vil bakterieantallet oke.

e Ved okt tilforsel av Ditionit blir det faerre og faerre bakterier 1 anaerobe og aerobe
forhold. ( med unntak av 0,1 %)

¢ Ditionit hemmer bakteriene mest under aerobe forhold. Bakteriene minsker derfor
mest under aerobe forhold.

e Ved 1 % Ditionit og hoyere er det flere bakterier under anaerobe forhold enn under
aerobe forhold. Ved konsentrasjoner pd 0,01 % Ditionit og lavere vokser det flere
bakterier i areobe forhold enn anaerobe forhold.

e Det ser ut som 0,1 % Ditionit har en vekstfremmende effekt (i forhold til
bakterieveksten ved 0,01 % og 1,00 %). Dette kan vi se ut i fra resultatene fra

105



kimtall beregningene og FDA data. Etter uke 1 ser vi en ekning av bakterier under
anaerobe forhold, ved 0,1 % Ditionit. Etter to uker ser vi den samme effekten hos
bakteriene i aerobe forhold.

e pH mélinger viser at vi far en sterk nedgang i pH ved okt tilsatt Ditionit.

Ut i fra disse observasjonene kan vi trekke folgende konklusjoner om Ditionits virkning pa
mikroorganismer;

e Ditionit har en klar reduserende effekt pd mikroorganismer, badde under anaerobe og
aerobe forhold.

¢ Ditionit har mest hemmende effekt pa aerobe bakterier. P4 grunn av Ditionits evne
til & reagere med oksygen og legge til rette for anaerobe forhold.

e Vi antar at Ditionitens toksiske effekt stammer fra endringer 1 pH og reduksjon av
viktige enzymer. For aerobe bakterier er mangel pa oksygen en sannsynlig
dedsmate.

e Ditionit forer til at hoy celleded ved en tilsatt konsentrasjon pé 5,4 %

e Ut ifra dette kan bruken av Ditionit i riktige konsentrasjoner brukes til & rense jorden
for tungmetaller og fremme mikrobiologisk vekst.

Hvorfor Ditionit har en toksisk effekt pd mikroorganismer kan skyldes flere faktorer.

Som nevnt i innledningen brukes Ditionit til & skape gunstige vekstforhold for anaerobe
bakterier. Ditionit er et reduksjonsmiddel som har bevist sterkt innvirkning pa den
biologiske aktiviteten i provene. Arsakene til generell inhibering av vekst i celler kan deles
inn 1 tre grupper:

1. Reduksjon av medium molekyler som kan fore til begrenset tilgjengelighet av
substrat eller gkning av toksisitet for forskjellige produkter.

2. modifisering av celleoverflaten, og slik pavirke transport av forskjellige stoffer inn
og ut av cellen.

3. senke det intracellulere red-oks potensialet som kan pavirke dannelsen av
disulfidbroer, og dermed ogsa enzymaktivitet, eller senke kofaktor reoksidasjon.

Forsek har tideligere vist at mikroorganismer har store problemer med & opprettholde sin
intracellulere pH, grunnet gkt permabilitet for protoner. Dette kan senke den intracellulere
pH og dermed ha effekt pa essensielle enzymer og enzymatisk aktivitet. (punkt 3 over)

Ditionit er meget reaktivt og er membranpasserende. Det betyr at Ditionit har evnen til & gé
gjennom celluleere membraner. Den er membranpasserende i storre grad enn tidligere antatt
og i starre grad enn andre ofte brukte reduksjonsmidler. Dermed kan Ditionit lett passere
inn 1 cellen og inn 1 membranbundne organeller. Ditionit kan da redusere viktige enzymer i
elektrontransportkjeden. Ditionit reduserer ketoner, aldehyder, quinones og
dobbeltbindinger 1 umettede konjugerte ketoner og diumettede syrer. Den brukes til &
redusere redoks enzymer.

Quinoner fungerer som elektronakseptor i elektron transport kjeden. Hvis denne allerede er
redusert, vil ikke den kunne akseptere elektroner. Elektronbarere i elektrontransport kjeden
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i cellens mitokondrier genererer ATP ved hjelp av proton gradienten som dannes over
matrix. Det er energien som dannes ved transport av elektroner brukes til & pumpe protoner
ut av matrix og danne denne protongradienten. Denne essensielle funksjonen vil opphere
hvis reduksjonspotensialet i cellen forandres kraftig, som folge av en inhibering av
elektrontransporten mellom enzymkompleksene. Hvis dette oppherer som folge av nedsatt
reduksjons potensial vil dette fore til at produksjonen av ATP oppherer.

Proton strommen, altsd energien som er “lagret” i cellen er avhengig av to faktorer
membranpotensialet og differansen i pH over membranen:

Ap = Ay -ZApH

Z =23 RT/F

F= Faraday konstanten
Ay = membranpotensialet.
R= gasskonstanten

T= temperatur i K

Ap = proton motive force

Som formelen viser vil en nedsatt ApH fore til nedsatt membranpotensial. Malinger gjort for
a undersoke cellens proton motive force pé celler med tilsatte reduktanter. Nar cellen ble
tilsatt Ditionite viste det seg at Ay ved pH 7 var 30mV (lavt) og ved pH 4 var Ay = 0. Den
malte pH 1 de forskjellige provene vare viser en kraftig nedgang i pH ved tilsatt Ditionit,
som igjen ser ut til 4 ha kraftig innflytelse pé cellens generelle metabolisme. Dette vil fore
til at cellene etter hvert der.

Vi kan ut i fra resultatene og observasjonene vi har gjennomfert trekke noen helt klare
slutninger om Ditionits virkning pd mikroorganismer. Ditionit har forskjellig toksisitet ved
forskjellige konsentrasjoner. Ditionit er mer toksisk er ved heye konsentrasjoner, grunnet
Ditionits virkning pa4 membranpotensialet og mangel pé oksygen for aerobe
mikroorganismer. Ved lavere konsentrasjoner gir Ditionit en fordel for vekst av anaerobe
bakterier, 1 konkurransen mot aerobe.
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1. INNLEDNING

Polysykliske hydrokarboner (PAH) er en stor gruppe av organiske forbindelser med
to eller flere ringer. Ved romtemperatur er PAH et fast stoff. Generelle egenskaper
som er felles for stoffgruppen er hoyt smelte- og kokepunkt og lavt damptrykk. Videre
har PAH-forbindelser generelt en lav vannleselighet som avtar med okende
molekylvekt, og hey fettloselighet som eker med okende kompleksitet av molekylet [se
IPCS, 1998;Bostrom et al. 2002].

1.1 Eksponering

PAH dannes hovedsakelig som et resultat av pyrolytiske prosesser, serlig under
ufullstendig forbrenning av fossilt eller organisk materiale. Viktige eksponeringskilder
for PAH er fra brenning av ved og kull, biltrafikk og andre forbrenningsreaksjoner.
Den generelle befolkning eksponeres for PAH gjennom innpusting av forurenset
uteluft, ved inntak av mat (grillet/stekt) og drikke og gjennom reyking. Arbeidstakere
eksponeres i tillegg for PAH gjennom flere typer av industriforetak (koks- og

aluminiumsverk, petroleumsindustrien, asfaltarbeidere, gummi-industri, feiere m.v.).

Man har identifisert flere hundre PAH-forbindelser, noe som gjor at det ikke er praktisk
mulig & analysere og kvantitere alle. Det har derfor vert vanlig & prioritere et antall PAH-
forbindelser, serlig de som er kreftfremkallende. Det finnes ingen internasjonal enighet om
hvilke individuelle forbindelser som skal prioriteres ved maling av PAH-eksponering. Dette
skyldes blant annet at sammensetningen av PAH-forbindelsene i utslippet varierer med type
industri. Siden endringer 1 parametre for forbrenningsprosessen (temperatur, tilgang pa
oksygen, etc.) vil resultere 1 variasjon i type, mengde og fysisk status av PAH-forbindelsene
1 blandingen [Goss & Schwarzenbach, 1998], vil utslippsprofilen ogsa kunne variere innen
en type industri. Som en tommelfingerregel har det vert foreslatt at PAH-forbindelser med

to eller tre ringer hoved-sakelig forekommer i gassfase, PAH-forbindelser med fire ringer
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forekommer i bade gass og partikkelfase, mens PAHer med fem eller seks ringer

hovedsakelig er bundet til partikler [Baek ez al. 1991].

PAH-forbindelsen benzo[a]pyren (BP) har vzert mye benyttet som en indikator pa
PAH-eksponering. Arsaken til dette er at den er kreftfremkallende ved at den
metaboliseres til den ultimate karsinogene forbindelsen, diolepoksidet BP-7,8-diol-
9,10-epoksid I (se senere). Denne metabolitten er en elektrofil forbindelse som
reagerer med nukleofile seter i DNA, og danner addukter, som kan fore til mutasjoner

og kreft.

1.2 Helseskadelige effekter

1.2.1 Toksikokinetikk

PAH-forbindelser tas opp gjennom bide lunger, magetarmsystemet og hud hos
pattedyr, og fordeles likt i organismen uavhengig av administrasjonsvei. Detekterbare
niva av BP kan males i de fleste organer fra minutter til timer etter administrasjon,
med heyeste niva i lever [Foth ez al. 1988; IARC, 1983]|. PAH-forbindelsene er lipofile,
og fettvevet er derfor et viktig depot for disse [Modica ef al. 1983]. P4 grunn av den
hurtige metabolismen finner det imidlertid ikke sted en betydelig akkumulering av
PAH-forbindelser. Hovedparten av metabolisert BP skilles ut gjennom feces,

uavhengig av administrasjonsvei [Foth ez al. 1988;van de Wiel ef al.1993].

Biotransformasjonen (metabolismen) av xenobiotika (fremmedstoffer) som f.eks PAHer,
deles inn i to faser [Klaassen, 2001;Timbrell, 2000]. I fase I reaksjonen, med oksidasjon,
reduksjon og hydrolyse, vil enzymer gjore fremmedstoffet mer polart ved & innfore
funksjonelle grupper som —OH, - NH,, -SH eller -COOH. I fase II reaksjonen vil enzymer
konjugere den innferte gruppen fra fase I og gke polariteten og dermed vannleseligheten av
metabolitten ytterligere. Typiske konjugeringsreaksjoner er sulfatering, glucoronidering,

acetylering, glutation-konjugering, aminosyre-konjugering og metylering. Acetylering og
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metylering avviker fra de andre konjugeringene ved at metabolittene blir mindre

vannleselige.

De viktigste enzymene ved biotransformeringen av PAH forbindelser inngér i cytokrom
P450-superfamilien, underlagt fase I enzymene. CYP-enzymene er intracellulere
transmembran-proteiner, med hoveddelen vendt ut mot cytoplasma. Sterst konsentrasjon
finner man 1 endoplasmatisk retikulum, som danner et omfattende nettverk i cellen. CYP-

enzymer finnes i nesten alle humane vev, med hoyest konsentrasjon i lever.
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Den generelle oksidasjonsreaksjonen for CYP-enzymene er :

RH + O, + NADPH + H" = ROH + H,0 + NADP'

Substratet bindes forst til et hydrofobt omrade ved jern-protoporfyrinstrukturen, og
muliggjer reduksjon av Fe’* til Fe*" vha. NADPH reduktasen. Det dannes videre et
oksygenkompleks med Fe?", og etter ytterligere en reduksjon og addering av et proton, far
man spalting av vann og til slutt en spalting av det oksiderte substratet.

Epoksidhydrolase er et annet viktig fase I enzym. Dette enzymet finnes ogsa i de fleste

humane vev, og hydroliserer primert epoksider til frans-dihydrodioler.

I flere omfattende studier av BP, som inkluderte syntese av metabolitter og stabilitetstudier
av disse, blant annet ved bruk av rene cytokrom P-450 og epoksidhydrolase
enzymsystemer, har man langt pé vei kartlagt det metabolske reaksjonsmenstret til BP (se

figur 1).
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Figur 1 Metabolisme av BP. Dannelsen av det ultimate karsionegenet

Pa grunn av delokalisering av elektronene i det aromatiske ringsystemet er BP et veldig
stabilt og lite reaktivt molekyl. Elektrontettheten fordeler seg noe ulikt i molekylet, hvilket
har gitt opphav til to interessante regioner. K regionen mellom karbonatom 4 og 5 er den
mest elektronrike regionen, men ogsa bay”’-regionen mellom karbon 9 og 12, med karbon
10 som det aktive sete, er elektronrikt. Begge disse omrddene vil vare mer tilbeyelige for
metabolsk aktivitet. "Bay”-regionen er videre unik ved at den i sterre grad vil veare sterisk

skjermet for enzymer som epoksidhydrolase eller konjugeringer.

I forste trinn (Fase I), vil CYP 450-enymene oksidere BP til 4,5-, 7,8- eller 9,10-epoksid.
Bindingene kan deretter hydrolyseres til fenol og dihydrodiol, og videre konjugeres med
sulfotransferase eller glukoronsyre (se figur 1). Dette siste trinnet (Fase II) vil altsé gi

vannleselige forbindelser som raskt skilles ut. Enzymene som katalyserer

116



biotransformasjonen av BP er stereo og regionsspesifikke, slik at BPDE I og BPDE II er
stereoisomere der betegnelsen cis og trans beskriver retningen pa epoksidet (opp eller ned),
med retningen pa

7-OH som referanse.

I in vivo og in vitro forsek har man videre bestemt mutagenisitet og karsinogenisitet til de

ulike metabolittene, og funnet det antatte ultimate karsinogenet (se figur 2).

Skim tmmars in C57BLAS female mice
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Weeks on test

Figur 2 I forsgket ble 0,15 pmol av stoffene penslet pa huden til mus en gang annenhver uke i en
periode pa 60 uker. [Conney, 1982. Figuren er modifisert og er hentet fra @vrebes BI0241-
forelesning].

Den heye karsinogene aktiviteten til BP-7-8-dihydrol og BP-7,8-epoksid er en sterk
indikasjon pa at det er metabolitten BP-7,8-diol-9,10-epoksid som er det ultimate
karsinogenet. Diolepoksidene i seg selv er kjemisk veldig lite stabile, og dermed
vanskelige a4 benytte i slike forsek. Det er blitt antatt at dannelsen av en
epoksidgruppe i ”’bay”-regionen, som medferer en sterisk hindring for
epoksidhydrolasen og dermed en okt stabilitet for diolepoksidet, gjor metabolitten til

det ultimate karsinogenet.
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Reaktive og elektrofile PAH-metabolitter, som BP-diolepoksidene, kan binde seg
kovalent til nukleofile seter i DNA og danne PAH-DNA addukter. Binding til DNA
skjer hovedsakelig ved addisjon av OH-gruppen i C10 i diolepoksidet til N2, N7 eller
den eksosykliske aminogruppen i guanin (se figur 3). Et DNA-addukt kan fere til en
mutasjon som kan vere et forste trinn i utviklingen av kreft. Diolepoksidene, og da

seerlig BPDE I, anses for 4 veere den mest mutagene og karsinogene BP-metabolitten.
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Figur 3 BPDE I og dannelse av DNA addukter, hydrolyse av BPDE I og syrehydrolyse av BP-
DNA addukt.
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Slik figur 3 viser vil BPDE I enten danne et DNA addukt med for eksempel guanin, eller
hydrolyseres av vann til 619 og 618 tetrolet. Ved en vanlig syrehydrolyse av BP-DNA
adduktet spaltes bindingen til den eksosykliske aminogruppen, med dannelse av bade 618
og 619 tetroler. Tilsvarende vil BPDE II (se figur 4) danne et DNA addukt, eller
hydrolyseres til 621 og 629 tetrolet. Ved en vanlig syrehydrolyse av DNA adduktet vil det
bli dannet bade 621 og 629 tetroler.

BPDE Il <N ‘
/

0]
DNA DNA
—_—

HO
HO
Hydrolyse Syrehydrolyse
OH
+ HO OO
HO \\‘\ ' “‘
HO
BP-r-7,t-8,c-9,t-10 tetrol BP-r-7,t-8,c-9,c-10 tetrol
629 621

Figur 4 BPDE I og dannelse av DNA addukter, hydrolyse av BPDE II og syrehydrolyse av BP-
DNA addukt.

1.2.2 Toksikodynamikk

Det finnes lite informasjon om helseskader etter eksponering for enkeltforbindelser av

PAH. Tilgjengelige data rapporter bare om helseskader etter eksponering for en blanding av
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PAH-forbindelser, og epidemiologiske studier og dyreforsek har vist at PAH er
kreftfremkallende.

Sir Percival Pott fant allerede 1 1775 en sammenheng mellom kreft i pungen og eksponering
for sot blant feiere [Pott, 1775], mens von Volkman [1875] rapporterte om gkt insidens av
hudkreft blant arbeidere i kulltjere-industrien. Basert pa epidemiologiske undersekelser har
IARC Kklassifisert flere typer av industriproduksjon (bl.a. koksverk og aluminiumsverk) som
kreftfremkallende og basert pa dyreforsek er flere enkeltstoffer, som BP, klassifisert som
kreftfremkallende [IARC, 1983]. En har funnet gket forekomst av kreft i bade lunge, blaere
og hud ved PAH eksponering.

Den mest siterte kvantitative risikovurderingen for PAH [WHO, 1987:1989:2000] baserer
seg pé en risikovurdering av PAH-eksponering med hensyn pa lungekreft blant arbeidere pa
koksverk [US EPA, 1984]. BP ble brukt som en indikatorforbindelse og det ble beregnet en
livstidsrisiko pa 8,7 x 10~ per ng BP/m’. Det ble beregnet at tilsvarende BP-konsentrasjoner
pa 1,2, 0,12 og 0,012 ng/m’ ga en ekvivalent livstidskreftrisiko pa 1:10 000, 1:100 000 og
1:1 000 000.

Forsek pé dyr har ogsa vist toksisk effekt bade pa hud (fotosensibilisering),
reproduksjonssystem, bloddannende system og lever ved eksponering for hgye nivier av
PAH. Flere PAH forbindelser har ogsé vist en immuntoksisk effekt og/eller gentoksisk
effekt [se IPCS, 1998].

1.3 Biologisk monitorering av eksponering for PAH

Biologisk monitorering av eksponering for kjemiske stoffer i arbeidslivet brukes til &
vurdere intern eksponering av arbeidstakeren (intern dose) med en biologisk metode.
Biologisk monitorering av eksponering er et supplement til luftmalinger.
Biomonitorering baserer seg pa analyse av en marker, ofte kalt biomarker, som kan

veere stoffet selv, metabolitter, protein- og DNA-addukter, utskillelsesprodukter, m.v.,
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i biologisk materiale. Det biologiske materiale er som oftest blod og urin, men

utiandingsluft, avfering, hir, negler etc. benyttes ogsa.

1.3.1 Mulige biomarkerer for PAH

Det har veert utviklet flere metoder for biomonitorering av PAH-eksponering. Vanlige
metoder har vart bestemmelse av PAH og metabolitter av PAH-forbindelser i urin og
blod, maling av gentoksisk aktivitet i urin og feces, kromosomaberrasjoner og
sosterkromatid-utbyttinger i perifere lymfocytter i blod, samt dannelse av addukter
pa DNA, RNA og proteiner. For mer informasjon om disse, se oversiktsartiklene til

Jacob & Seidel, 2002, Jongeneelen, 1997 og Dor ef al. 1999.

1.3.2 Benzo|a]pyren addukter paA DNA som biomarker

BP er kreftfremkallende og brukes ofte som en indikatorforbindelse for PAH-
fraksjonen bade med hensyn pa luftméilinger og ved biomonitorering. BP er den
eneste enkelt PAH-forbindelsen som har vert testet med hensyn pa kreftfremkallende

effekt ved inhalasjon [WHO, 2000].

En av metodene som benyttes ved biomonitorering av eksponering for PAH er
kromatografisk seperasjon, kombinert med spektrofotometrisk fluorescensdeteksjon.
I metoden utnyttes de fluorescerende egenskapene til BP og BPs metabolitter
[Vahakangas et al. 1985; se dell'Omo & Lauwerys, 1993], og metoden er derfor
spesifikk for BP. Deteksjonsgrensen er 1 addukt per 107 nukleotide.

1.4 Mal med undersokelsen

Malet med undersokelsen er & lage BP-DNA addukter in vitro og kvantitativt bestemme
mengden som er dannet med hjelp av HPLC-fluorescens. Adduktene vil bli dannet ved &

blande DNA fra kalvetymus med BP-metabolittene BPDE I og BPDE II.
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2. MATERIALE OG METODE

2.1 Materiale

2.1.1 Kjemikalier

Benzo[a]pyren-diolepoksid I og IT (98 % renhet) ble kjopt fra National Cancer Institute
(NCI), Chemical Carcinogen Repository, Mid west Research Institute, Kansas City, MI,
USA.

Calf Thymus DNA (heymodifisert), EDTA (99 % renhet) og Trizmabase (TRIS, 99,9+ %
renhet) ble levert av Sigma, USA. Metanol (HPLC kvalitet) ble kjopt fra Fluka, Sveits.
Dietyleter (99,5 % renhet), isoamylalkohol (98 % renhet), NaCl og HCI ble levert av
Merck, Tyskland. Sep-Pak C,3 ekstraksjonskolonner kom Waters, USA. N, ble levert av
AGA, Norge. Det ble benyttet destillert vann fra et Millipore Elix S renseanlegg under hele

forsoket.

2.1.2 HPLC-utstyr

Det kromatografiske systemet bestod av en Waters 625 LC pumpe koblet med en Waters
717 autoinjektor, en kolonneovn (Waters), og en LC 240 fluorescens detektor fra Perkin
Elmer. Analysene ble gjort pad en Nova-pak C;g kolonne (3,9 x 150 mm) pakket med 4 um
partikler. Systemet var koplet til PC med software for data behandling og styring av

instrumentene. For oppsett av utstyr, se figur 5.
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Figur 5 HPLC systemet. 1) Mobilfase reservoarene 2) Autoinjektor 3) Pumpe 4) Fluorescens
detektor 5) PC-kontroll

2.2 Metoder
2.2.1 Tillaging av kalve tymus DNA losning

Det ble laget en standard DNA lgsning ved 4 forst veie ut 0,001 g Calf Thyms DNA, og
deretter lose denne 1 en 10 mL vandig buffer bestdende av 10 mM Tris-HCl/1 mM EDTA
pH 8 losning. Ved henstand over natten i kjeleskap var tilsatt DNA last opp.
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2.2.2 Dannelse av DNA-addukter

Det ble laget to lesninger med DNA-benzo[a]pyren adduker ved & blande sammen 1 mL 0,1
mg/mL Calf Thymus DNA med hhv 10 pL 0,04 mg/mL BPDE I og 10 uL 0,04 mg/mL

BPDE II. Reaksjonsblandingene ble inkubert over natten i romtemperatur i merket.

2.2.3 Isolering av DNA-addukter

De to DNA-addukt lesningene ble ekstrahert med like volum vannmettet dietyleter (8x), og
deretter med like volum vannmettet isoamylalkohol (4x). Det ble videre tilsatt 20 uL 5 M
NaCl losning til en endelig konsentrasjon pd ca. 100 mM NaCl, og DNA-adduktene ble felt
ut med 2,5 volum iskald etanol (-20 °C). Losningene ble sentrifugert og bunnfallet vasket

med 70 % etanol.

2.2.4 Syrehydrolyse av DNA-addukter

Bunnfallet fra isoleringen av DNA-addukter ble lest opp 1 900 uL 10 mM TRIS-HCl/1 mM
EDTA, pH 8 og tilsatt 100 uL. 1 M HCI. Lesningene ble deretter inkubert i 3 timer ved 70
°C.

2.2.5 Fastfase ekstraksjon (SPE)

En Sep-Pak C;s kolonne ble kondisjonert med 5 mL metanol, og vasket med 10 mL vann.
Proven ble applisert, kolonnen vasket med 10 mL vann, og preven eluert med 5 mL
metanol. Eluatet ble dampet inn til torrhet ved 45 °C under gjennomstremning av N, gass,
og deretter last opp i 50 pL metanol og tilsatt 450 puL. vann. Prevene ble oppbevart ved 4 °C

1 pavente av HPLC analyse.

2.2.5 Tillaging av standardlesning
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For & kunne identifisere og kvantifisere tetrolene ble det benyttet en blanding med kjent

konsentrasjon av de fire tetrolene: 618, 619, 621 og 629 (se appendix B).

2.2.6 HPLC analyse

HPLC (high peformance liquid chromatography) er en kromatografisk separasjonsteknikk
som benytter en mobilfase (veeske) og en stasjoneerfase (fast stoff) til & separere
komponentene i en blanding. Fordelingen mellom stasjonerfase og mobilfase for et gitt
stoff er karakteristisk ved gitte betingelser som mobilfase sammensetting, ionestyrke, pH,
mobilfasehastighet, type stasjonerfase og temperatur. Det er denne fordelingen som
bestemmer retensjonstiden for stoffet, og dermed hvordan komponentene i en blanding
separeres over tid. For & separere tetrolene, som er hydrofobe og lite vannlgselige
forbindelser, benyttes HPLC med omvendt fase prinsipp, dvs stasjonarfasen (kolonnen) er
hydrofob og ikke-polar, og mobilfasen er hydrofil og polar. Upolare stoffer vil elueres
langsommere enn polare stoffer under slike betingelser, men ved & variere mobilfase
sammensetningen slik at mobilfasen blir mer hydrofob kan retensjonstiden i kolonnen for
de upolare stoffene reduseres. Dette muliggjer en separasjon av stoffer med ulike grad av
polaritet innenfor et rimelig tidsrom. Redusert vann- og gket metanolinnhold i mobilfasen
vil altsd gi en lavere retensjonstid for tetrolene. Metoden benyttet 1 dette forseket er utviklet
av forskere ved Statens arbeidsmiljeinstitutt for & separere komplekse blandinger med
tetroler, trioler, dioler, benzo[a]pyren og polare konjugater. Deteksjonen av stoffene gjores
vha fluorescens, som er en veldig selektiv og felsom deteksjonsteknikk. For oppsett av

utstyr, se figur 5.

Det ble injisert 200 uL. hver av preve og standarder inn i det kromatografiske systemet
vha autoinjektor. Mobilfasehastigheten var under hele analysen pa 1 ml/min, og det
ble benyttet en gradienteluering (oket metanolinnhold i mobilfasen) med en total
analysetid for hver Kjoring pa 70 minutter. Se appendiks A for gradienteluerings
programmet. Temperaturen var konstant 40 °C over kolonnen og deteksjonen ble
gjort med fluorescens med en eksitasjonsbolgelengden lik 341 nm og en

emisjonsbelgelengden lik 381 nm.
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3. RESULTATER OG DISKUSJON

3.1 Bestemmelse av BPDE [ og BPDE 11

Figur 6 viser kromatogrammene for BP-tetrolene. Elueringsrekkefolgen er karakteristisk og
konstant ved mobilfasebetingelsene, kolonnen og temperaturen benyttet i denne oppgaven.

Man ser at tetrolen 619 kommer forst, sa folger 629, 618 og til slutt 621. Toppheyde (i mV)

og areal (mV*s) er bestemt av konsentrasjonene til stoffene.
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Figur 6. Kromatogram av en standard tetrolblanding (everst), syrehydrolysatet av BPDE [-DNA
adduktet (midten), og syrehydrolysatet av BPDE II-DNA adduktet (nederst)

3.2 Kvantitering av BPDE I og BPDE I

Av de 127 220 fmol BPDE I og BPDE II (dvs. 1272,20 fmol pr ug DNA) som ble blandet
med DNA fra kalvetymus, gjenfant vi 253,3 fmol BPDE I og 101,6 fmol BPDE II bundet til
DNA som addukter (pr ng DNA). Dette tilsvarer henholdsvis 20 og 8 %. For beregninger

se appendix B.

BPDE I dannet altsa 2,5 ganger flere addukter enn BPDE II. Kjemisk sett er BPDE II mer

ustabil, og derfor mer reaktiv, enn BPDE 1. Man kan derfor forvente at BPDE II i storre

grad enn BPDE I hydroliseres av vann for den nar DNA.

Adduktdannelsen vil vaere langt lavere in vivo. I et in vivo-forsek ble Wistar hannrotter

eksponert for 100 mg BaP/kg intraperitonalt og avlivet etter tre dager [Nordheim, 1999].

DNA ble isolert fra vev fra hjerne, hjerte, lever, lunger, larmuskel, milt og nyre. BP-tetroler

ble ekstrahert fra provene og detektert ved HPLC-analyse med fluorescensdeteksjon.
Resultatet er vist 1 figur 7, og viser fordeling av BP-tetroler i DNA-provene fra de ulike

organene. Den hoyeste konsentrasjonen som ble mélt var < 0,4 fmol BPDE I/ug DNA 1

lever.
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Figur 7 Konsentrasjonen av BP-tetroler i DNA-prover fra ulike organer fra rotte [Nordheim, 1999].

3.3 Om metoden

Fordelen med bruk av HPLC med fluorescensdeteksjon er at den er robust, effektiv,
spesifikk og gir mulighet til en hey grad av automatisering. Den er imidlertid ikke

folsom nok for deteksjon av BP-addukter hos mennesker.
Det finnes ogsd andre metoder som benyttes for kvantitering av DNA-addukter, som:

o P? ettermerkingsmetoden [se Beach & Gupta, 1992]. Inmunoassayet detekterer
total aromatiske DNA-addukter. Ofte benyttes hvite blodlegemer som surrogat for
mal-DNA. Ettermerkingsmetoden har en lav deteksjonsgrense (1 addukt per 10"
nukleotide), men er uspesifikk [@vrebe et al. 1994].

¢ Immunologiske metoder. Metodene baserer seg pa reaksjonen mellom antigen og
spesifikke antistoffer. For PAH brukes antistoffer som reagerer med epoksider, og da
serlig BPDE. Deteksjonsgrensen for USERIA (Ultra Sensitive Enzyme Radiolmmuno
Assay) og ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) er henholdsvis 2 og 1-4
addukter per 108 mukleotide

[se Santella, 1988; se Dor et al. 1999].

Resultater fra forsek hvor disse tre metodene er benyttet korrelerer svart sjelden med
hverandre. En av irsakene til dette er at de ikke detekterer de samme forbindelsene.
Videre, de forskjellige trinnene i metodene (som preparering og ekstraksjon av DNA,
vasking, merking m.v) er vanskelige og krever erfaring. Standardisering og
interkalibrering av disse metodene er derfor nedvendig for resultatene fra de

forskjellige metodene kan sammenlignes.

3.4 Feilkilder
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I denne undersgkelsen er det flere aktuelle feilkilder, som ved veiing av kjemikalier, ved
utmaling av volum og i1 samtlige ekstraksjonstrinn. Ekstraksjon av ureagerte tetroler kan for

eksempel ha forarsaket bade tap av DNA og at DNA ikke ble renset godt nok opp.
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APPENDIKS A

Gradienteluerings programmet bestod av :

Betingelser Metanol Vann
Start 30 % 70 %
0-40 minutter gradient 100 % 0%
40-50 minutter konstant 100 % 0%
50-51 minutter gradient 30 % 70 %
51-70 minutter konstant 30 % 70 %

Ved start inneholdt mobilfasen 30 % metanol og 70 % vann. Deretter ble metanol innholdet
i mobilfasen egket til 100 % i lapet av 40 minutter. Den ble holdt konstant pa 100 % metanol
1 10 minutter, og deretter redusert til 30 % metanol i lopet av 1 minutt, og holdt konstant pé

30 % metanol i1 19 minutter.
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APPENDIKS B

Konsentrasjon pa standard tetrol lgsningen:

Forbindelse fmol/nLL
619 110,28
629 91,20
618 100,00
621 83,76

Forholdet mellom stoffmengde og areal ble regnet ut for hver standard tetrol. Snittverdien

ble brukt til & finne stoffmengde i prevene ut fra arealet disse hadde pa kromatogrammene.

Stoffmengde 1 20 puL injeksjon av standard tetrollesning og areal malinger fra

kromatogrammene:

Forbindelse [fmol Areal (uV) |Areal (mV) [fmol/areal
619 2205,6 858762 858,762 2,57

629 1824,2 597311 597,311 3,05

618 2000 814922 814,922 2,45

621 1675,2 604797 604,797 2,77

Stoffmengde 1 200 pL injeksjon av standard tetrollesning og areal mélinger fra

kromatogrammene

Forbindelse fmol Areal (uV) |Areal (mV) fmol/areal
619 22056 11560346 11560,346 1,91

629 18242 8488838 8488,838 2,15

618 20000 11606688 11606,688 1,72

621 16752 9208789 9208,789 1,82
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Snittverdi av stoffmengde/arealverdiene 120 puL og 200 uL injeksjonene:

Forbindelse fmol/areal
619 2,24
629 2,60
618 2,09
621 2,29

Utreging av tetroler i 200 pL injeksjon av BPDE I-DNA syrehydrolysatlgsning:

200 nL Total
Areal (uV) |Areal (mV) fmol fmol
619 4036320,0  4036,32 9033,8 22584,5
618 526268,0 526,268 1099,2 2748,0
SUM 25332

Utreging av tetroler 1 200 pL injeksjon av BPDE II-DNA syrehydrolysatlesning:

200 pL. Total

Areal (uV) |Areal (mV) fmol fmol
629 332509,0 332,509 865,0 2162,5
621 1394931,0 |1394,931 3200,7 8001,6
SUM 10164
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Effekten av Bromerte Flammehemmere pa dannelsen av reaktive
oksygenforbindelser(ROS).

I disse forsgkene sé vi pa effekten av bromerte flammehemmere pd dannelsen av ROS 1 to
ulike typer celler; kornceller fra lillehjernen hos rottebarn og granulocytter fra menneske.
For a méle dannelsen av ROS, brukte vi en probe som fluoriserer etter reaksjon med ROS,
slik at effekten av de bromerte flammehemmerne kan males med et luminisens-
spektrometer.

I korte trekk kan de to forsekene sies & ha bestatt av fire steg. Vi startet med 4 isolere celler,
eksponere dem for bromerte flammehemmere, for sa & laste dem opp med den fluoriserende
proben, DCF-DA, og til slutt male fluorisensen.

Bromerte Flammehemmere er en gruppe stoffer som produseres 1 store mengder pa
verdensbasis. Blant disse finner vi stoffene Tetrabromobisphenol (TBBP-A), Poly
Bromerte Difenoletre (PBDE) og heksabromocyclododecane (HBCD), som vi skal bruke i
forsekene vare. Som navnet antyder, brukes de for & hindre brann, og er vanlige 1 blant
annet plastmaterialer som brukes i Tv-apparater og annet elektrisk utstyr. Disse stoffene er
relativt tungt nedbrytbare og har strukturer som kan minne om dioksiner og PCB’er. Dette
gjor stoffene til potensielle miljogifter, der graden av toksisk potensial for de individuelle
stoffene er omvendt proporsjonal med graden av bromering. Av den grunn brukes na stort
sett bare bromerte flammehemmere med en hoy grad av bromering, da disse ikke
bioakkumulerer slik de med en lav grad av bromering kan. Selv om det her blitt mer vanlig
a bruke BFR med heyere grad av bromering, er det ikke sikkert at problemet er lost likevel.
Studier med UV straling har vist at BFR kan debromeres. Dersom dette er en viktig prosess
i miljoet, kan det fore til omdanning av polybromerte flammehemmere til en form der
mindre brom er inkorporert i strukturen, stoffer som 1 sterre grad vil bioakkumulere.
Toksikologiske tester har vist at giftigheten kan sammenlignes med PCB, i det at de forer til
induksjon av CYP-enzymer, men at de er mye mindre toksiske.

TBBP-A: PBDE: HBCD:
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Reaktive oksygenforbindelser (ROS), er en gruppe molekyler som har sterkere oksiderende
egenskaper enn oksygen. Disse inkluderer blant annet superoksid anion(O,"),
hydroksylradikalet (OH) og peroksidradikaler (XOO"). De reagerer lett med biomolekyler,
og er blitt koblet til en rekke neurodegenerative sykdommer, som for eksempel Alzheimer
og Parkinson. Disse stoffene dannes regelmessig i cellen som et ledd i cellens metabolisme
Reaktive oksygenforbindelsene av bade fremmede og familiere stoffer. Blant enzymene
som produserer ROS finner vi CYP 1A1 og 1A2, som vi kommer tilbake til.

Cellene inkuberes med proben var, DCF-DA, som diffunderer passivt over membranen. Vel
inne i cellen spaltes den sa av en intracellular esterase. Dette resulterer i at vi far stoffet
DCFH, som vil avgi fluorescens dersom det bli oksidert. Fluorescensen av dette stoffet gir
derfor et bilde av den oksidative situasjonen inne i cellen.

Humane neutrofile granulocytter spiller en avgjerende rolle i vart forsvar mot fremmede
patogener og er viktige effektorceller i akutte inflammasjonsreaksjoner. De reagerer pa
mange ulike fremmedstoffer ved & skille ut store mengder superoksid anion (O;"), et
fenomen kalt et respiratorisk utbrudd. O, er forleperen til ROS, som spiller en viktig rolle 1
cellens evne til & drepe bakterier og starte inflammasjonsreaksjoner.

Kornceller ble tatt fra lillehjernen pa nyfedte rotter. Disse var ikke ferdig potensierte da vi
tok dem ut, men utviklet seg til neuroner etter ca en uke i kultur. Denne typen celler ble
valgt til dette forseket da de er enkle 4 isolere fra andre celletyper under dyrkingen, og
forholdsvis enkle a dissekere ut. Dette gjor dem til gode modeller, da vi kan avgrense
forseket i stor grad til & gjelde bare en type celler.
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Mekanismer for produksjon av ROS etter eksponering for bromerte flammehemmere

Det er to ganske sé forskjellige mekanismer som initieres ndr kornceller og granulocytter
reagerer pa BFR.

Kornceller

For korncellene dreier dette seg i hovedsak om en induksjon av CYP-enzymer, hovedsaklig
CYP 1Al og 1A2, som induseres av flate molekyler gjennom AH-reseptoren (AH:
aromatiske hydrokarboner). Vi nevnte i1 innledningen at disse er blant de enzymene som
produserer ROS. De deltar i den innledende runden av metabolisme av stoffer i leveren, kalt
fase 1 reaksjoner. Etter en indusering forarsaket av bromerte flammehemmere vil mengden
av fase 1 enzymer gke uten at mengden av fase 2 og 3 enzymer nedvendigvis eker i samme
takt. Dette kan gi en flaskekork lignende effekt der det hopes opp reaktive og vannleselige
metabolitter fra fase 1 reaksjoner, som dermed fér lengre tid til & virke pa biomolekyler.

AH-reseptormediert induksjon av CYP-enzymer:
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CYP 1A1 tar seg av hydroxylering og CYP 1A2 stér for N-hydroxylering.

Etoxyresorufin kan metaboliseres av bdde CYP 1A1 og CYP 1A2 i en reaksjonstype kalt O-

de-etylering:
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Benzo[A]pyren blir bioaktivert via hydroxylering som medieres av CYP 1A1:
H
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Den siste av hovedvirkningsmétene for CYP-enzymene som induseres av BFR er N-
hydroxylering, der et eksempel pa metabolitt er Benzidin:
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Humane neutrofile granulocytter

For de humane neutrofile granulocyttene er det et fenomen som kalles respiratorisk utbrudd
som 1 hovedsak star for ekning av ROS produksjonen. Dette oppstir som et ledd 1 cellens
rolle i immunforsvaret, der cellen produserer store mengder superoksid anion som respons
pa et antigen. Signalene som setter 1 gang denne aktiviteten nér cellen reagerer pa bromerte
flammehemmere gar gjennom MAP-kinase veien, som er en vanlig méte for en celle &
reagere pa sma mengder ekstracellulere molekyler. Veien startes av Ras, for s a fortsette
gjennom Raf, Mek og endelig Erk som fosforylerer flere ulike nedstrems molekyler; bade
andre kinaser og genregulatoriske proteiner.

Det er 1 hovedsak gjennom to reaksjonsveier at ROS produseres 1 humane neutrofile
granulocytter; NAD(P)H oksidase og myeloperoksidase. Makrofager har enda en méte for a

produsere frie radikaler, Nitrisk oksid syntase, men den er ikke tilstede i granulocytter.

NAD(P)H oksdiase er et membranbundet enzym som lager superoksid anion fra molekylert
oksygen under et respiratorisk utbrudd.

NAD(P)H + 20, =>NAD(P)t+H*t +20,"

Superoksid anion kan videre danne HO- i gjennom to steg.

1. Spontan reaksjon, eventuelt hjulpet av oksid dismutase:

20,  +2H*T =>HOOH + O,

2. Reaksjon med metallioner:

HOOH + Fe2+ =>Fe3t +HO +HO'

Ved & eksponere celler for NAD(P)H-oksidase-inhibitoren DPI, kan vi hindre dannelsen av
ROS gjennom denne veien. Selv om den ikke er den eneste som deltar i produksjonen av
ROS i immunresponsen, burde vi kunne merke en drastisk nedgang i produksjonen av ROS,
noe vi skal undersgke om stemmer i dette forseket.

Mpyeloperoksidase er et enzym som danner hypokloritt via hydrogenperoksid og klorioner
inne 1 vesikler med fagocytert materiale. Dette er et kobberenzym, som bare finnes hos
neutrofiler. Mens makrofager som regel vil overleve en fagocytering av en partikkel, vil en

neutrofil ofte bli drept. Det er myeloperoksidasen fra dede og deende neutrofiler som gir
verk sitt gronlige skjer.

HOOH + CI- + Ht =>HOCI + H,0
Videre kan vi fa dannet HO- fra HOCI1

HOCI + 02'- =0, + Cl- +HO
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Metoder;

1. Preparering av korncellekulturer

6-7 dager gamle hannrotter ble dekapitert. Lillehjernen ble dissekert ut og hjernehinnen ble
fjernet for de ble kuttet i sma biter med en skalpell i buffret losning (120mM NaCl, 4,8mM
KCl, 1,2mM KH,POy4, 25mM NaCHOs, 14mM glukose (dextrose), 0,6mM MgSO, e THO,
15% BSA (v/v) og 0,01 mg/ml phenol radt som pH indikator). Bitene ble sentrifugert og
trypsinert (2700 U/ml) ved 37°C i 15 minutter. De trypsinerte cellene ble tilsatt 1-2 ml
buffret lasning som inneholdt DNase (40U/ml) og trypsin inhibitor (0,07 mg/ml), etterfulgt
av sentrifugering. Pelleten ble s tilsatt 3ml losning som inneholdt DNase (282 U/ml) og
trypsin inhibitor (0,5 mg/ml) og homogenisert med en pasteurpipette til vi hadde en
homogen og klumpefri losning. Cellesuspensjonen ble s tilsatt 3ml lgsning med 1,6mM
MgSO4 e 7 H,0O og 0,7mM CaCl, e 2H,0, for sentrifugering. Pelleten ble sa resuspendert i
cellekulturmediet (12ml/hjerne av Basal Medium Eagel med 10% varmeinaktivert
kalveserum, 2mM glutamin, 25 mM KCl, 100IU/ml penicillin og 100pg/ml streptomycin)
og sadd pd 55mm plastikk skéler med poly-L-lysin (10pg/ml). Antall celler per ml var rundt
1,6 x 10°. For & hindre vekst av ikke-nevronale celler tilsatte vi Ara-C (10uM) til skélene
16-18 timer etter utsding. Korncellene ble inkubert i skélene ved 37°C 1 5% CO, 1 6-8 dager

for de ble benyttet 1 forsek. Alle losningene ble sterilfiltrert for bruk.

2. Separasjon av hviteblodlegemer

80 ml humant blod ble tappet 1 8 EDTA- ror. Blodet ble overfort til 50ml plastror og tilsatt
3ml 60% Dextran lost i NaCl. Separasjonen skjedde ved at ved at de rede blodlegemene
sank til bunns i rerene. Etter 30 minutter ble leukocyttrikt plasma fra
dextransedimenteringen pipettert ut og overfort til nye plastror (2x5ml blodplasma). 3ml
Lymphoprep ble forsiktig tilsatt under plasmalaget, slik at det ble en klar gradient. Rerene
ble sé sentrifugert i 15 minutter i romtemperatur ved 1900 rpm. Etter sentrifugering ble
supernatanten fjernet. Celleknappen, som inneholdt granulocytter, og noe erythrocytter og
makrofager, ble resuspandert i 10ml 0,9% NaCl og overfort til nye rer for 4 unnga
forurensning. Rerene ble sa sentrifugert i 7 minutter ved 1900 rpm. Supernatanten ble igjen

fjernet og hemolyse av erythrocytter ble satt i gang ved & resuspandere cellene 1 5ml 0,83%
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NH4CI. Etter 7- 10 minutter ble rerene sentrifugert i 7 minutter ved 1900 rpm. Hemolysen

ble deretter gjentatt. Den hvite fine pelleten som ble oppnédd ved hemolysen ble lgst i Sml
kald HBSS. Antall granulocytter ble telt (celletettheten) i Cell- Dyn 610. Fortynninger pé 2
mill celler/ ml ble laget. Fortynningsformelen ble brukt: C;V; = C,V,

3. Pipettering av lgsninger i 96 bronnersbrett

Det ble kjort to ulike forsek, et med granulareceller (kornceller), forsek 1, og et med
granulocytter (hviteblodceller), forsek 2. I forsek 1 ble det laget losninger med buffer, ulike
konsentrasjoner av TBBP — A, PBDE og HBCD. Forsek 2 ble utfort pd samme mate, men
her ble det i tillegg bukt en hemmer, DPI.

Metode for maling av reaktive oksygen metabolitter (ROS);
Malingen av ROS ble gjort ved & benytte den fluorescerende proben DCFH — DA.

Kornceller;

Cellene ble preinkubert med DCFH — DA (5uM), som er lgst i metanol (10mM), ved 37°C i
5% COx; luft 1 20 minutter. DCFH — DA trenger gjennom cellemembranen og inne i cellene
vil acetatdelen spaltes av ved hjelp av cellulere esteraser og danner DCFH. DCFH
oksideres av ROS til det fluorescerende derivatet DCF. Vekstmedium med DCFH — DA ble
fjernet og cellene ble tilsatt 1,5 ml forvarmet HEPES-buffret (20mM) HBSS (pH 7.,4), med
5 med mer glukose, PCB og/eller nevrobeskyttende substanser. Deretter ble cellene (250 pl)
skrapt forsiktig fra skélene og overfort til 250l brenner for méling av ROS. Dannelsen av
DCF (fluoreserer ved 530nm), ble malt ved hjelp av luminescence spektrometer pa en

plateleser ved 37 ° i 180 minutter.

Granulocytter;
Cellene ble inkubert med DCFH-DA péa vannbad (37°C) 1 20 minutter. Etter sentrifugering
ble supernantanten fjernet. Dannelsen av DCF ble mélt ved hjelp av et luminescence

spektrometer ved 37°1 120 minutter.
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1-3 4-6 7-9 10 -12
A |250ul buffer Kontroll; 125ul Kontroll TBBP -A
buffer 1uM
125l cellelosning
B |TBBP-A TBBP -A TBBP -A TBBP -A
1luM 2uM 2uM 4 uM
C |TBBP-A TBBP -A TBBP -A HBCD
4uM 6uM 6uM 12uM
D |HBCD PBDE PBDE TBBP —-A 6uM +
12uM 12uM 12uM DPI 3uM
Granulocytter;

Hver prove inneholder 125ul buffer, 125ul cellelesning og ulike konsentrasjoner av de

aktuelle stoffene.

154



Kornceller;

1-3 4-6 7-9 10-12
A | 250ul buffer Kontroll; 125ul buffer Kontroll TBBP-A
125l cellelgsning 3ul
B |TBBP-A TBBP-A TBBP-A TBBP-A
3ul 6ul 6ul 10ul
C |TBBP-A TBBP-A TBBP-A PBDE
10ul 12ul 12ul 25ul
D [PBDE HBCD HBCD
25ul 25ul 25ul

Hver prove inneholder 125ul buffer, 125ul cellelesning og ulike konsentrasjoner av de

aktuelle stoffene.
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Tolkning av resultater:

Kornceller fra rotte:

Seylene viser hvor mye flourescens vi fikk i de eksponerte cellene i prosent i forhold en
kontroll som ikke ble eksponert. Vi kan se en svart klar sammenheng mellom dosen av
bromerte flammehemmere og flurescens, der fluorscensen angir mengden ROS inne 1
cellene. Vi har avgrenset forseket til & bare male dose responsen for TBBP-A, da tidligere
forsek har vist at PBDE og HBCD ikke gir en tydelig oket fluorescens, og da heller ikke
oket produksjon av ROS, selv om dosene er mye hgyere for disse stoffene enn TBBP-A. Vi
ser at produksjonen av ROS i cellene gker jevnt med ekende dose for TBBP-A, mens
utslaget uteblir for PBDE og HBCD.

ROS dannelse (% av kontroll)
g B & &8

8

8

TBBP-A (3uM)
TBBP-A (6uM)
TBBP-A (10uM)
TBBP-A (12uM)
PBDE (25uM)
HBCD (25uM)

—_
()]
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ROS dannelse (% av kontroll)

Humane granulocytter

Viser klart ut fra grafene at det er en klar ssmmenheng mellom eksponering og fluorescens.
Grafene her viser pa samme méte som forrige graf sammenhengen mellom fluorescens fra
en kontroll, og fluorescens avgitt fra eksponerte celler. Vi ser ogsa her at PBDE og HBCD
ikke gir en gkning i ROS inne i cellene. I tillegg har vi under dette forseket ogsd inkubert
noen av cellene med NAD(P)H-oksidase inhibitoren DPI, som vi nevnte i innledningen. Vi
ser ogsa her a det er en markant lavere fluorescens her sett 1 forhold til den samme dosen
TBBP-A gitt uten inhibitoren.
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Diskusjon

Vi ser av forsgkene at bromerte flammehemmere pavirker dannelsen av ROS i kornceller og
granulocytter, men dose-responskurvene i de to forsekene er svaert ulike. Mens korncellene
har en jevn stigning, viser granulocyttene en sterk ekning fra 2 til 4 uM TBBP-A. Ut fra
denne responsen, ser det ut til at granulocyttene utleser en kraftig reaksjon nar
konsentrasjonen kommer over en viss terskelverdi. I motsetning viser korncellene en jevn
stigning 1 ROS produksjon, noe som stemmer godt overens med en AH-reseptormediert
induksjon av CYP-enzymer.

Svakheten ved dette prosjektet er at vi bare utforte hvert av forsekene en gang, noe som gjor

resultatene mer usikre, men da teorien og tidligere forsek stemmer godt overens med vare
resultater, kan vi gé ut ifra at forsekene har vert vellykkede.
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Introduksjon:

Forvaltningen, offentligheten og forskere er bekymret over tilstedeverelsen av
hormonforstyrrende stoffer 1 miljoet,og sarlig det akvatiske. En hormonforstyrrer er et
fremmedstoff som kan fore til skadeffekter pa en organisme eller dets avkom som folge av
en endring i hormonell funksjon (EU, 1997). Disse stoffene kan, som betegnelsen indikerer,
forstyrre produksjon, frigjering, transport, metabolisme, binding og virkning av de naturlige
hormonene i organismen som er ansvarlig for opprettholdelse av homeostase og regulering
av utviklingsprosesser (G. Ankley et. al 1998). Spesiell bekymring har vart rettet mot
kjennshormonforstyrrende stoffer, som ved eksponering vil kunne péavirke organismens
evne til & reprodusere. Xenobiotika (ikke naturlig forekommende forbindelser) som har
evnen til 4 herme etter virkningen til kjennshormonet estrogen kalles ofte xenoestrogener.
Utvikling av evnen til & reprodusere er en livslang prosess, og effekter av
hormonforstyrrende stoffer vil pavirke alle stadier av livssyklusen hos et individ, inkludert
befruktning, embryonalutvikling, kjennsdifferensiering, egg- eller spermproduksjon og
endelig modning.

Det er imidlertid vanskelig & overfore disse effektene fra individ- til populasjon- og
okosystemniva, blant annet fordi endring i populasjoner og diversiteten i et gkosystem kan
skyldes helt andre faktorer enn xenobiotika, som temperatur, fedetilgang, beskatning etc.

Det finnes gode eksempler pa at effekter pd grunn av forstyrrelser av hormonsystemer er
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funnet pa populasjonsniva (G. Ankley et. al 1998) men hvor overforbare disse resultatene er
til populasjoner i en videre forstand, og hele gkosystemer, er uklart.

Man kan tenke seg ulike effekter av xenogstrogener 1 fiskepopulasjoner. En vil vere okt
allokering mot reproduksjon pa bekostning av vekst, spesielt hos hunfisken som bruker
lengre tid pd kjennsmodningen enn hannfisk. Dette vil kunne fore til mindre og svakere
individer, som til slutt vil ga ut over fitness. (4. Arukwe & A. Goksayr 1998)

Det er ogsa vist at hannfisk som har veert utsatt for eksponering i modningsprosessen har
endt opp med redusert gonadestorrelse (7yler, Jobling & Sumpter, 1998), og oocyter i
gonadene (endocrine disruption in the marine environment(EDMAR)), noe som antas &
redusere fertiliteten og dermed ha en effekt pa populasjonsveksten. En annen observert
effekt er femininisering av adferd hos hannfisk, men dette er lite klarlagt. Det er ogsa vist at
lever og nyreskader kan oppsta pga. heye konsentrajoner av eggeplommeproteinet
vitellogenin i sirkulasjonssystemet. Vitellogeninproduksjon induseres av gstrogen og dets
agonister (Tyler, Jobling & Sumpter, 1998). Redusert vekst, nedsatt allmenntilstand og
svekket reproduktiv evne er alle effekter som vil kunne pévirke populasjonsveksten
negativt.

Organismer som lever i det akvatiske miljoet er ekstra sarbare for fremmede forbindelser i
vannmassene, fordi de ikke kan unngé eksponering, da de befinner seg i og respirerer i det
forurensede mediet.

En svekket fiskebestand vil ha uenskede effekter for fiskerinaeringen, og derfor er
kartlegging av enhver faktor som innvirker p dette, inkludert hormonforstyrrelser, av
politisk interesse savel som vitenskapelig. USA har blant annet opprettet egne komiteer som
tar for seg problemstillinger knyttet til hormonforstyrrelser (EDSTAC) (G. Ankley et. al
1998).

JSTROGEN

Ostrogen er et fettlgselig feminint kjennshormon som bl.a. styrer utviklingen av sekundaere
kjonnskarakteristika, og har en viktig funksjon for kjennsadferd. Fettloselige forbindelser,
som gstrogen, tas lett opp i organismer, og har derfor potensielt skadelige virkninger.
Naturlig estrogen (17B-Estradiol, fig.3) produseres og reguleres av hypotalamus.

Gonadotropinhormonfrigjerende faktor skilles ut fra hypotalamus , og gir signaler til
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hypofysen om a aktivere produksjon av estrogen fra kolesterol. Denne aktiveringen skjer

ved hjelp av gonadotropin I i ovariene. (figurl) (4. Arukwe & A. Goksayr 1998)

HYPOTHALAMUS

DCPAMIN - i i GnRH (+]

HYPoF SEM

}

GOMADOTROPIN [ O 1l

)

o ARIER

4 vz 44—

Figurl: Skjematisk diagram av den hypothalamus-hypofyse-ovarie-hapatiske akse under vitellogenesen.
GnRH: gonadotropin releasing hormon, VIG: vitellogenin. + og — indikerer stimulerende og inhiberende

effekter.

Molekylzere mekanismer for ostrogens virkemite:
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Steroid Hormone Action

£, T ~ 2y Steroid  Blood plasma
Z : """ h""-f = | hormone P

(1) Steroid hormaone (S)
passes through plasma
membrane.

2} Inside target cell, steroid
hormone binds to a
specific receptor protein
in cytoplasm or nuclaus.

(3] Receptor/steroid
hormone complex enters
the nucleus and binds to

DNA, causing gene
transcription.

4 protein synthesis
Is induced.

| (5) Protein is produced.

Figur 2: Ostrogens virkemdte, for forklaring, se teksten.

@strogen transporteres via blodet til leveren, til levercellene (hepatocyttene) (1, fig.2) hvor
det aktiverer gstrogenreseptoren (ER) (2) som binder seg direkte til DNA (3). Den aktiverte
ER fungerer som en aktivator for transkripsjon og translasjon (4) av f.eks proteinet

vitellogenin (5).

Figur3: 17f-Estradiol, den naturlig forekommende formen av gstrogen
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Vitellogenin er et protein som finnes i eggeplommen hos eggleggende vertebrater. Som det
kommer fram av figur 2 produseres det i leveren, og produksjonen induseres av gstrogen.
Ved & undersegke niviet av vitellogenin 1 plasma hos de aktuelle forsgksdyrene kan man pa
et tidlig stadium finne effekter av estrogenhermere, for de blir skadelige. P4 den maten
fungerer vitellogenin som en detektor for gstrogen og estrogenhermere, og slike detektorer
kalles biomarkerer. Man leter etter biomarkerene ved & lage antistoffer mot dem, slik at de
kan finnes og kjennes igjen. (Teknisk ukeblad, nr.9 2001)

Disse metodene brukes i dag til testing av ulike typer prover, inkludert enkeltkjemikalier,
syntetiske blandinger og miljeprever (ekstrakter av avlgpsvann fra industri, kommunale

renseanlegg, kontmainert sediment, jordprever etc.)

Kjemisk produserte gstrogener har lengere halveringstid enn naturlig forekommende (de
naturlige brytes ned etter noen timer). Dvs at det er forst og fremst de kjemisk fremstilte
produktene som kan ha en effekt pa fisk og andre akvatiske organismer. Et eksempel er
17a-ethinyl-estradiol (EE:) (fig.4) som brukes i p-piller. Dette er et svart potent syntetisk

ostrogen med lang nedbrytningstid.

L

aOH
f\b
e N g
J | 7] F

HO %

Figur 4: 17a-ethinyl-estradiol (EE, ),et meget potent kjemisk produsert ostrogen med lang nedbrytningstid,
finnes bl.a. i p-piller.

Andre eksempler er naturlige estrogener som fytogstrogener og mycogstrogener
(ostrogenerfra hhv. planter og sopp), som viser seg a ha effekter pa fisk bade in vivo og in
vitro (Tyler, Jobling & Sumpter, 1998). Bisphenol A (fig.5) er et syntetisk kjemikalie brukt
i plastproduksjon, og er en av de mest potente antropogene estrogenhermerene (7yler,

Jobling & Sumpter, 1998).
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figur 5: Bisphenol A
I in vitro-forsek er det funnet svake ostrogene effekter av ftalater. Ftalater produseres og
brukes i store mengder i produksjon av bl.a. plast, insektmidler, kosmetikk og smereoljer.
Allerede ved ganske lave konsentrasjoner er det pavist at ftalater har en effekt pa avkommet
in utero, men ikke 1 nevneverdig grad pa de voksne individene (7vler, Jobling & Sumpter,
1998).
Flere effekter av disse har blitt observert i ovipare vertebrater, for eksempel fisk, og disse
inkluderer inhibering av, eller unormalt stor, eggutvikling og —modning, og unormal
eggeplommedannelse 1 oocytene (4. Arukwe & A. Goksayr 1998)
I Lake Apopka i California, USA, har det vert rapportert om hormonforstyrrelser hos
alligator, hvor bade hunlige og hannlige individer produserte signifikant mer testis- og
ovarie-E2, mens testosteronnivaet var normalt, samtidig som alligatorene hadde
tilbakedannete og unormale gonader. Det ble konkludert med at dette skyldtes utslipp av
pstrogenhermere fra det lokale jordbruket.
Alkylfenoletoksylater er ikkeioniske surfaktanter som bl.a. brukes i produksjon av plast og
kjemikalier til bruk i landbruket. Flere alkylfenoler er testet pé fisk in vivo, og har vist seg &
vaere ostrogene. Det er pavist at alkylfenolet TPP (p-tertpentylfenol) har forarsaket
femininisering av hannlige karpefisk (Carpio carpio). Forsegket ble utfort ved at kjemikaliet
var dosert 1 vannet i lapet av perioden hvor fisken gikk gjennom kjennsdifferensiering, og
det ble funnet eggledere i de fleste forseksfiskene, og hos fisken som var eksponert for de
heyeste dosene hadde noen utviklet oocyter i testis (intersex) (7Tyler, Jobling & Sumpter,
1998).
I en storre undersokelse av ulike marine og ferskvannsmiljeer 1 Storbritannia har man
dokumentert en feminisering av ulike arter fisk. Blant effektene var gkt VTG-produksjon,

forstyrrelser i kjennshormonnivaer og simultan tilstedevaerelse av egg og spermier i
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testiklene (intersex) hos hannfisk. (Endocrine disruption in the marine

environment(EDMAR))

FORMAL

Formalet med studiet er 4 underseke effekter av hormonforstyrrende stoffer i ekstrakter av
avlgpsvann fra et kommunalt renseanlegg og kontaminert bunnsediment fra et
havnebasseng i Norge. Vi ser spesielt etter effekten av estrogenliknende stoffer ved & se om
det produseres den gstrogene biomarkeren vitellogenin i in vitro og in vivo testsystem fra

fisk.

Materialer og metode

Fisk

In vivo studier ble gjennomfert med umoden Torsk (Gadhus morrhus), med en vekt pa 225-
873 gram. Forsgksdyrene var fanget i Oslofjorden, og var holdt i kar pad NIV As
marinbiologiske stasjon pé Solbergstrand.

Levercellene som ble benyttet for in vitro studiene var isolert fra en umoden regnbueorret

(Oncorhuchus mykiss). Fisken var holdt i et oppstallingsskar ved biologisk institutt, UiQO.

Eksponering, in vivo:

Fisken skulle eksponeres for ekstrakter fra to ulike prevetakninger. En preve inneholdt et
fast fase ekstrakt av 1L avlegpsvann fra utlepet pd et kommunalt renseanlegg i Bergen. Den
andre preven inneholdt et organisk (soxhlet) ekstrakt av en 20 g bunnsedimentsprove tatt fra
havnebassenget i Tromse. Hver av de to pravene ble testet i konsentrert og i fortynnet form
(10 ganger fortynning).

Forste dag ble de ulike provene injisert i 18 torsk, fordelt pa seks ulike grupper med tre
fisker 1 hver; en positiv og en negativ kontrollgruppe, som ble eksponert for hhv. Ostrogen

(17B-estradiol) lost i maisolje (2,5 mg pr. ml maisolje), og kun maisolje, og en gruppe for
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hver av de to ekstraktene med fortynninger, i alt fire testgrupper. Ogsa disse provene var
lost 1 maisolje, dette for & lette opptaket av stoffene i systemet, og for & kunne lose

ekstraktene 1 en lgsning som ikke tar livet av fisken (DMSO, etanol, etc. gjor ofte dette ).
Injiseringene (1 ml pr. 300g fisk) ble gjort i bukhulen pa fisken med stor kanyle (0,6-0,8

mm).

Hver testgruppe gikk i isolerte kar i 10 degn for fisken ble avlivet. Fisken ble da mélt, veid,
kjonnsbestemt, og tatt blodprever av. Plasma og blodceller ble separert, og plasma ble

analysert mhp. vitellogeninforekomst ved hjelp av ELISA, som beskrevet nedenfor.

Forberedelse og eksponering av leverceller (In vitro):

Leverceller (hepatocyter) ble isolert fra umoden fisk (regnbueerret), holdt 1 kultur og
eksponert som beskrevet av Tollefsen et al. (2003).

Hepatocytene ble isolert i en to-trinns perfusjons metode, fortynnet med serum-fritt L-15
medium og sddd i et 96-brenners brett som en mono-layer kultur (ved 12 °C). Etterpa ble
cellene holdt en dag i “unspiked” medium for halvparten av utgangsvolumet ble erstattet
med medium som inneholdt DMSO og forskjellige konsentrasjoner for
referanseforbindelser 17B-estradiol, fenol og ekstrakter fortynnet med DMSO. Halvparten
av mediet ble byttet ut etter to dager og cellene reeksponert for ytterligere to dager til for
mediet ble fjernet. Mediet ble da frosset ved —80 °C for pafelgende analyse av vitellogenin
vha. capture ELISA. Akutt giftighet ble 1 slutten av forseket analysert ved bruk av to

viabilitetsmarkerer prinsipielt som beskrevet av Ganassin et al. (1957).

Cytotoksisitetstest

Akutt giftighet (cytotoksisitet) ble bestemt i cellekulturen ved & bruke de fluorescerende
probene Alamarblue (AB), som er marker for metabolisk integritet, og 5-
carboxyfluorescein diacetateacetoxymethyl ester(CFDA-AM), som er marker for
cellemembran integritet.

Eksponeringsmediet ble fjernet fra brennene og byttet ut med 100ul av DMEM som
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inneholdt 5 % AB og 4mmol/l CFDA-AM (molar konsentrasjon).
Cellene ble inkubert for en time(60min) i merkt og nivdene for fluorescenceprobene avlest

ved belgelengdeparene 530-590nm og 485-530nm (eksitasjon-emmisjon)

Analyse av VTG i torsk (ELISA)

100 ul ufortynnet cellemedium og 100 ul fortynnede plasmaprever (i karbonatbuffer) ble
inkubert ved 4 grader over natt i spesielt egnede ELISA plater.

Cellene ble sé vasket 3 ganger i 0,05 % tween-20 i PBS (phosphate-buffer saline).

2 % BSA (Bovint Serum Albumin) i PBS ble tilsatt for & blokkere uspesifikk binding, og
deretter satt til inkubasjon i 1t ved romtemperatur.

ELISAplatene ble vasket med PBS 3 ganger.

100ul primart antistoff ble tilsatt (in vitro: monoklonalt mus-anti-regnbueerret Vtg antistoff
fortynnet 1:2000 1 1 % BSA i PBS, in vivo: polyklonalt kanin-anti-torsk Vtg antistoff
fortynnet 1:2000 i 1 % BSA i1 PBS). Inkubering 2t ved 37 grader, for sé & vaske platene 3
ganger med PBS.

100 pl sekundeert HRP-konjugert antistoff ble sé tilsatt (in vitro: polyklonalt geit-anti-mus
IgG antistoff fortynnet 1:3000 i 1 % BSA 1 PBS, in vivo: polyklonalt geit-anti-kanin-IgG
antistoff fortynnet 1:9000 i 1% BSA i PBS). Inkubering 1t ved 37 grader etterfulgt av
vasking 5 ganger med PBS.

Tilsats av 100pl TMB, og substratlesning for HRP, for fargereaksjon. Inkubering i merke
(romtemp) ca. 10-20 minutter.

Fargereaksjonen ble stoppet med tilsetning av 50 ul 2 M H,SOy4,

Tilslutt ble platene avlest 1 plateleser med absorbansavlesning ved 450 nm. Absorbsjonen

oker med stigende konsentrasjon av vitellogenin.

Prover:

Orret, in vitro

Forklaring til forkortelsene brukt i forseket:
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K: Negativ kontroll, Dimethylsulfoksid (DMSO) brukt som lesemiddel i celleforsek (fra to
parallelle brett)

A: Sedimentprove fra Tromse havn, dampet inn 1 dimethylsulfoksid (DMSO) (fra to
parallelle brett)

B: Ekstrakt av vann ut fra kommunalt renseanlegg i Bergen, med losemiddel DMSO.

Torsk, in vivo

Forklaring til forkortelsene brukt i forseket:
PK: positiv kontroll

NK: Negativ kontroll

AK: Vann fra renseanlegg, konsentrert

AF: Vann fra renseanlegg, fortynnet 10x
SK: Sedimentpreve, konsentrert

SF: Sedimentpreve, fortynnet 10x

RESULTATER:

Drret; in vitro:

Malinger av akutt giftighet vha AB og CFDA-AM viser at det er stor forskjell i
giftpotensialet 1 de to ekstraktene som ble brukt. For brettene malt vha. CFDA-AM (fig.6),
gir cellene eksponert for avlepsvann dedelighet ved 1000x fortynning, mens

sedimentekstraktet gir dedelighet allerede ved 100 000x fortynning av originalekstraktet
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(fig. 6). Lesemiddelet som ble benyttet viste ingen tydelig dedelighet ved noen
konsentrasjoner benyttet.

CFDA-AM, overlevelse, 10000x fortynning av ekstrakt
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overlevelse, 100x fortynning av ekstrakt
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Figur 6. Antall levende celler (%) vist vha CFDA-AM, ved eksponering for ulike
fortynninger av losemiddelet (DMSO) (K), ekstrakt av avlopsvann (B) og bunnsediment (A).

For brettene mélt vha AB (fig. 7), ser vi at lesemiddelet 1 seg selv gir en relativt stor
dedelighet allerede ved konsentrasjoner pa 0,001 % (100 000x fortynnet), og denne stiger
med gkt konsentrasjon. For cellene som var eksponert for sedimentekstrakt (A) ser vi en gkt
dedelighet ved 10 000x fortynning, som gker betraktelig ved den heyeste konsentrasjonen,
1% (100x fortynnet). Dadeligheten for cellene eksponert med ekstrakter fra avlepsvann

stiger kun moderat, men jevnt med ekende konsentrasjon.
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AB, owerlevelse, 1000x fortynning av ekstrakt

% overlevelse

K A B

Prover

AB, owerlevelse, 100x fortynning av ekstrakt

% overlevelse

K A B
Prover

figur 7: Antall levende celler (%) vist vha AB, ved eksponering for ulike fortynninger av
losemiddelet (K), ekstrakt av avlopsvann (B) og bunnsediment (4).

Nedenfor vises standardkurvene (figur 8 og 9) for dedelighet ved gkende konsentrasjoner
av fenol, for hhv CFDA-AM og AB. CFDA-AM viser edeleggelser i cellemembranen,

mens AB viser inaktive/dede mitokondrier.
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figur 8: Standardkurve cytotoksisitetstest, CFDA-AM
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Figur9: Standardkurve for cytotokisitetstesten, AB.

ELISA:
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Kurven (fig.10) viser hvordan VTG-forekomsten gker ved stigende estrogenkonsentrasjon,
og er den positive kontrollen i dette forsoket.

standardkurve gstrogen

100
80 4

60

% vtg

40 4

20

T T T T T T T T T T T T T
-1 0 1 2 3 4 5

konsentrajon gstrogen, oppgitt som tierpotenser, nM,

Figur 10: Verdiene fra den positive kontrollen. Kurven viser hvordan andel vitellogenin (VTG) som blir

produsert av levercellene stiger med okt mengde tilsatt ostrogen (E2).

Det var kun ved heyest konsentrasjon (1 %) av tilsatt ekstrakt fra avlepsvann at vi sa

induksjon av VTG. (figl1).
Ved de lavere konsentrasjonene (0,1, 0,01 og 0,001 %) av tilsatt avlepsvannekstrakt, og hos

cellene som var eksponert for sedimentsekstrakt, s vi ingen VTG-induksjon.

2,4

Figurll:
Absorbansemdling

for ELISA testen.

absorbsjon

Histogrammet viser
VTG-nivd i

hepatocyttene.

A

paralleller

Torsk, in vive:
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Resultatene fra forseket presenteres i figur 12. Figuren viser absorbansen malt etter endt
ELISA, og indikerer VTG-nivaer i plasma fra gruppene utsatt for de ulike eksponerningene.
Monsteret var det samme for alle fortynninger, si vi viser kun histogrammet for 300x

fortynning.

blodplasma fortynnet 300x
4,5 —

4,0 -
3,5 -
3,0 -
2,5 -

2,0

absorbsjon

1,5 —

1,0 <

0,5 -

0,0 —

PK NK AF AK SF SK
paralleller

Figur 12
Analyseresultater, ELISA, in vivo.
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Diskusjon:

In vitro eksponering:

Cytotoksitetstest og ELISA:

Resultatene fra standardkurvene viser okt dedelighet ved gkt konsentrasjon av fenol (figur 8
0g 9). Vi ser at dedeligheten i CFDA-AM-kurven (fig.8) stiger jevnere enn kurven for AB
(fig.9). Dette tilsier at den spesifikke dedligheten (nedsatt metabolisme) ved tilsetting av
fenol (AB) er mer akutt enn den uspesifikke (forandringer i cellemembranens integritet)

(CFDA-AM).

I figur 6 ligger overlevelsen pé verdier over 100 %. Dette gjelder forst og fremst den
negative kontrollen, K. Dette skyldes sannsynligvis at antallet levende celler 1 hver brenn
har vert sterre i provebrettene enn i brennene brukt til & lage fenolstandarden. Vi ser likevel
at overlevelsen er storre i kontrollbrennene enn i brennene som har vert eksponert for
ekstraktene, som forventet. Hoyest dedelighet ser vi hos cellene eksponert for ekstrakt fra

avlepsvann, med den hoyeste konsentrasjonen.

Figur 7 viser gkt dedelighet hos cellene tilsatt ekstrakt fra bunnsediment (A), ved den
hoyeste konsentrasjonen. Dette indikerer at ekstraktet inneholder stoffer som virker
spesifikt pa metabolismen 1 cellene. @strogen, og @strogenhermere vil ikke ha denne
effekten, sé det er sannsynlig at denne okte dedeligheten skyldes andre stoffer enn @strogen
i ekstraktet. Vi ser fra standardkurvene (figur 8 og 9) at fenol virker spesifikt inn pa

metabolismen. Det er derfor ogsa mulig at selve lasemiddelet har forarsaket denne effekten.

Figur 10 antyder at cellene responderer pa okt mengde E,. Dette viser at cellene
(hepatocyttene) er i stand til & produsere VTG. Samtidig viser figur 11 at de negative
kontrollene har svert lav absorbans, noe som tilsier at vi ikke har VTG produksjon i disse
cellene. Figur 11 viser at cellene eksponert for sedimentekstrakt (1 %) har lav absorbsjon,
til og med lavere enn den negative kontrollen, noe som antyder at det ikke har vert VTG

produksjon i disse cellene. For cellene eksponert med ekstrakt fra avlegpsvann vises det
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derimot en gkt absorbsjon ved heyest konsentrasjon. Dette tilsier at cellene har produsert
VTG, og at det er forekomster av gstrogenhermere i ekstraktet. Resultatene kan vaere noe

ungyaktige grunnet mulige pipeteringsunegyaktigheter.

Fra figur 11 (ELISA) ser vi at det bare er i cellene eksponert for den hoyeste
konsentrasjonen av avlgpsvann vi har hatt VTG-induksjon. Dette kan forklares med at
proven ble fortynnet mye ved hvert fortynningstrinn. Hadde flere fortynningstrinn veaert
gjennomfort 1 konsentrasjonsomradet (0,1-1 %) kunne dette muligens ha fort til pdvisning
av svake sub-akutte effekter.

Det er kjent at mange av de svake estrogenene gir ostrogene effekter tett opp til de
konsentrasjoner som gir akutt giftige effekter (Smeets, 1999), og som figur 6 og 7 viser, 1
omtrent samme storrelsesorden, har vi gkt dedelighet kun 1 brennene tilsatt den mest

konsentrerte ekstrakten av avlepsvann (B).

In vivo eksponering:

Resultatene viser at VTG-produksjon er indusert i den positive kontrollen (Figur 12).
Fiskene vi brukte 1 den negative kontrollen viste seg & veere hunnfisker. Disse hadde lite
utviklete gonader og vi kan anta at de ikke er modne nok til 4 produsere VTG fra eget,
naturlig estrogen. Vi velger derfor likevel & bruke disse verdiene som negativ kontroll.
Generelt forkastet vi resultatene fra hunnfiskene s& fremt vi hadde hannfisk i gruppen.
Figur 11 viser at VTG-produksjonen i fiskene som har vert eksponert for de fire
ekstraktene, har vert lav i forhold til den positive kontrollen, ved alle
blodplasmakonsentrasjoner. Det har likevel vert en viss produksjon sett i forhold til den
negative kontrollen, med unntak av ekstraktet med fortynnet avlepsvann (AF). I denne
gruppen hadde vi imidlertid bare en hannfisk, og med et sé lite utvalg er det vanskelig a vite
hvor representativt dette resultatet er.

Standardavviket for de fire parallellene er relativt stort, og viser at det er variasjon innad 1

gruppene, noe som gjenspeiler individuelle forskjeller i fiskens evne til & produsere VTG.
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Dette kan for eksempel skyldes aldersforskjeller og ulik allmenntilstand hos fiskene. Disse

faktorenes innvirkning hadde vi kunnet redusert dersom vi hadde eksponert flere fisk i hver

gruppe.

Pa bakgrunn av resultatene fra den positive kontrollen, hvor fisken tydelig er i stand til &
indusere VT G-produksjon ved eksponering for gstrogen, antar vi at de lave VTG-verdiene i
plasma fra fisken som var eksponert for de ulike ekstraktene, skyldes at det i utgangspunktet
var smd mengder ostrogene forbindelser tilstede 1 disse. Lengre eksponeringsperiode og
flere injiseringer, for & sikre opptak i fisken, ville sannsynligvis ha gitt sikrere og mer

entydige resultater.

Variasjonen innad kan ogsé skyldes at det ene brettet i ELISA testen ble inkubert for lenge

med O-phenylenediamine slik at absorbsjonsverdiene pa dette ble noe hegyere enn det andre.

Forskjell pa in vitro og in vivo eksponering.

I In vivo testing er alle organer i forseksdyret man benytter intakt. Dette medforer at
stoffene transporteres i sirkulasjonssystemet, og kan bli tatt opp flere ganger i lever og
nyrer.

Dette vil kunne gi okt skadeeffekt i disse organene som en konsekvens av gkte
konsentrasjoner i organene.

Dette kan vanskelig gjores in vitro. Av den grunn ber in vitro metoder kun brukes som et
supplement til utferte in vivo-forsek (Tyler, Jobling & Sumpter, 1998).

Et annet aspekt ved in vivo-eksperimenter, er at forbindelsene kan skilles ut eller
metaboliseres for de gir utslag, og dermed gi mindre effekt enn hvis det tilsvarende forsoket
var gjort in vitro.

In vitro metoder benyttes normalt kun til screening (testing) mens in vivo studier

gjiennomferes for risikovurdering (med ekologisk relevant eksponeringsrute).
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Konklus jon:

Ut fra de positive og negative kontrollene kan vi konkludere med at metodene vi har brukt
kan indusere VTG-produksjon.

Fra in vitro-eksponeringen ser vi at dedeligheten eker nar nivéet av @strogenhermere
narmer seg de konsentrasjonene som skal til for & indusere vitellogenin-produksjon. Dette
er effekter som ogsé er pavist i liknende studier (Smeets, 1999).

In vivo-, og 1 noe sterre grad in vitro-forseket viser at avlepsvannekstraktet ved hoye
konsentrasjoner har indusert VT G-produksjon. Disse resultatene bekrefter funn gjort 1
tidligere studier (EDMAR, rapport )

In vivo-eksponeringen antyder at ogsa sedimentekstraktet gir en viss VTG-produksjon, men
dette bekreftes ikke 1 det tilsvarende forseket utfert in vitro, noe som kan skyldes de

generelle forskjellene mellom et forsek utfert in vivo og in vitro (se diskusjon).

For & kunne konkludere med sterre sikkerhet ber slike forsek utferes over lengre
tidsperioder, fortrinnsvis med sterre grupper forsgksfisk, som far en jevnere eksponering,
for eksempel i form av flere injiseringer.

Med en slik forseksdesign vil resultatene ha en sterre overforingsverdi til naturlige

systemer.
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