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Presentation Notes
Projekt resultat af tværdisciplinært samarbejde –godt eksempel på den synergi der kan opstå på tværs af fagområder.
PhD projekt- DGIL – post doc i Oslo – hovedvejleder PM –der i starten var på ÅU men nu er flyttet til DTU Miljø. Og de har begge en meget stor aktie i ideudvikling og gennemførelse af dette projekt.
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Udfordringer ved celleassays
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Presentation Notes
Resultater på det metodemæssige plan altså nogle mere tekniske resultater 
Og nogle hormonforstyrrende effekter som jeg kommer til senere.
Indenfor forskning i EDC bruger vi en del cellebaserede metoder – in vitro metoder til enten at screene for ED eller undersøge kemikaliers virkningsmekanisme.
Udfordringer ved celle assays specielt når man har med fhv. lipofile kemikalier at gøre. Forhold der gør at der ikke altid er den konc af EDC ved target.
Der er lavet undersøgelser der vise rat den koncentration der er inde i cellen ved target – altså den receptor eller det enzym som kemikalie skal nå – ligger langt fra den koncentration der er tilsat
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‘Passiv dosering’ sikrer konstant
kemikalie-eksponering af cellerne
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En anden udfordring når det handler om eksponering af celler og det er at vi typisk tilsætter kemikalie en gang daglig illustreret ved de røde pile. Har vi et mere fedtopløseligt kemikalie som en POP vil cellen typisk se en konc kurve som denne der fluktuerer meget og hvor der sker en langsom akkumulering. Når det handler om mere persistente kemiklaier der op hobes i fedtvæv osv. der er vi mennekser snarere udsat for en mere kontinuert eksponering.
Og her er det den nye teknik kommer ind i billedet: Passiv dosering og når man bruger den teknik så får man en mere kont eks der ligner det vi mennekser er udsat for.
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'Passiv dosering’ I In vitro
toksicitets testning

e Veldefineret eksponering

e Forbedrer testning af lipofile kemikalier i in
Vitro assays

e Kan forbedre sensitiviteten af in vitro assays
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Genotoksisk effekt ses ved lavere
koncentrationer efter passiv dosering
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Smith et al. Mut Res 750, 12, 2013
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Eks på forbedret sensitivitet. Det handler om et stegemutagen altså et stof der dannes når man fx branker sin bøf på grillen – hedder BP- og det kan man undersøge in vitro i Ames test der måler om stoffet kan forårsage muattioner i DNA. Her til højre testet på normalvis. Til venstre undersøgt ved PD. Kigger på x aksen ses at effekten opstår ved ca. 100-1000 gange lavere konc med PD. Viser at vi undervurderer effekten in vitro.
Besluttede at undersøge nærmere i tests for hormonforstyrrende effekter. PhD starter.
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POP’er malt i silikoneimplantater i

Norge
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Tog udgangspunkt i disse data fra Norge. Udtagne brystimplantater lavet af silikone fra mennesker. Lavet kemisk analýse på dem og fundet disse 16 POPer – deres tilstedeværelse –sædvanligvis i fedtvæv og modermælk -  er et udtryk for fortidens synder. PCB , gammelt pesticid (DDE), brom. Flammehæmmere som desværre stadig bruges.


endocrine glands

silicone

adrenal cells

Gilbert et al. Environment International 84 (2015), 107-114


Presenter
Presentation Notes
Triggede denne ide som Dorothea’s PhD bygger på. Hvis nu vi overfører de POPer fra silikone til ny silikone og tilsætter dem til cellekulturer så får vi eksponeret cellerne ligesom mennesker bliver eksponeret og vi har et testsystem der er tæt på at være mere perfekt og tæt på virkeligheden. 


‘Overseette’ eksponering fra in vivo til

INn vitro
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In vitro model for kenshormonsyntese
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Vi valgte et celleassay der hedder H295 steroidsynteseassay som vi har stor erfaring med



Silikonen har dobbelt funktion:
Leverer POP’er til cellerne & opsamler
hormoner produceret af cellerne

HE
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Cellerne producerer mere hormon
fordi silikonen ‘opsamler’ dem

(1 control M silicone
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@get sensitivtet af celleassay med

passiv dosering: Nonylphenols effekt pa

hormondannelse
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Ca 100 gange forbedret følsomhed. Endnu en indikation på at en konstant, lav eksponering af cellerne gør at cellerne responderer til langet lavere koncentrationer. Det tyder på at vi undervurderer effekterne af specielt de persistente POP’er osv i de konventionelle celleforsøg.
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Effekter af POP’er
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Her er data for POP blandingen på hormonsyntesen. Fandt at POPerne forøgede hormonsyntesen en smule. Ikke meget stor effekt – til gengæld var det en lille signifikant effekt der sås ved de samme lave koncentrationer som mennekser er eksponeret til. Helt nede i fM området for enkeltstoffer.  Og hvad kan det så betyde?


Sundhedsmeaessige konsekvenser s

af POP’ers hormoneffekter

| fostret kan POP’ers effekt pa hormonniveauer
teenkes at have skadelige konsekvenser — feedback
systemer ikke fuldt udviklede

Fedme, diabetes og tid for pubertetens indtraeden
er blevet keedet sammen med POP eksponering

Forgget POP | mgdres brystmeaelk korrelleret med
DHEA-S stigning 1| bgrn. Link mellem tidlig POP
eksponering og ‘adrenal pubertet’?
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Fundet POP’er i navlestrengsblod fra babyer
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Konklusioner

eIn vivo eksponeringsniveauer kan overfgres til in
vitro tests vhja. silikone

e Silikone kan fungere som en ‘opsamlingstank’ for
lipofile hormoner og POP’er

e‘Passiv dosering’ forggede sensitiviteten af
celleassay’et

eEffekter af POP’er pa steroid-syntesen sas ved
realistiske humane eksponeringsniveauer dvs.
ved fM koncentrationer
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